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ABSTRACT 
Isolation of mRNA Encoding Recombinant Specific Antigen Differentially 
Displayed by E. histolytica Virulent and Non-virulent Strains. 
The study of doned populations arid genetically related organisms is important 
to understand the molecular basis of variabiity in Entamoeba histolytica. In this 
study we present the results from the analysis of molecular events triggered by 
the E. tiistotytica trophozoites througout passage by hamster's liver in order to 
produce experimental amebic liver abscess (ALA) a rd consequently to 
reactivate its virulence And the isolation of the mRNA differentially displayed in 
such conditions by means of fro immunological screening of sustractiva cDNA 
libraries. We evaluated phenotypic variability related to virulence in viim by 
means of the rate of erytrophagocytosis, hemolytic activity and the cytotoxic 
effects on cell cultured MDCK monolayers. Genotypic variability was determined 
by genetic polymorphism using random amplified polymorphic DNA (RAPD) 
technique, and to study differential gene e^res ion we used differential mRNA 
display to identify differences in subsets of transcripts levels. Construction of 
sustractive cDNA libraries was performance using both kind of cultures Cultures 
studied before (BALA) and after (AALA) inoculation in hamster peritoneal cavity. 
Our results demonstrate that both cultures exhibited variability in their virulence 
in vitro. The rate of erytrophagocytosis of the BALA was 43% ingested red blood 
cells (RBC). while AALA ingested 97% of RBC. Trophozoites of BALA destroyed 
37% of the cell culture monolayers in comparison with destroyed by the 
trophozoites of AALA About absolute hemolytic activity, BALA presented 29.50 
hemotyitc Units/10e trophozoites/90 min fhU), while AALA presented 70.30 hU. 
RAPO technique allowed us to observe different number and intensity of market 
bands in both cultures suggesting genetic polymorphic martters detected in E 
hislolyttcs. Respect to differential display our results showed an increase m level 
of several mRNA too. These results allow us to use this mRNAs to construct the 
cDNA sustractive libraries. From the AALA Ibrary we can to isolate 17 clones 
that they may be associated with a biological function related to virulence of E. 
tiistoiytico. From the BALA library we can to isolate 9 clones that encoding 
specific recombinant antigens. This study allow us to suggest that this parasite 
could be responsible for an asymptomatic and invasive infection. Antigens 
isolated from both cultures may help to improve diagnosis of asymptomatic and 
symptomatic invasive amebiasis. 
Resumen 
luía» Bafctera* Rentería Feeha de Graduaeita: Septiembre dal 2000 
Universidad Autónoma de Nuevo León Facultad da Chandas Biológicas 
Titulo del Estudio AISLAMIENTO DE RNA MENSAJEROS QUE CODIFICAN 
ANTÍGENOS RECO MBI MANTES DESPLEGADOS DIFERENCIALA" ENTE EN 
ESTADOS VIRULENTO Y NO VIRULENTO POR ErMamoeb* Mrtolytic*. 
Propósito y Método dal Estudio: Se ha sugerido que £. histofylica posee una 
enorme variabriidad eri su expresión genética al someter los cultivos amibianos 
clónales a diversas condiciones medioambientales estrechamente relacionadas 
con la virulencia de las amibas. Esta propuesta ha hecho resurgir el concepto 
de uri estado virulento y un estado no virulento en una sola especie, sin 
descartar el concepto oficialmente aceptada de la existencia de dos especies 
Lo anterior plantea la necesidad, reconocida oficialmente por la OMS de 
"desarrollar urgentemente nuevos métodos capaces de distinguir entre 
amibiasis virulenta y rio virulenta, asi como amibiasis debidas a E. hislolyticd o 
E. ¿apar tan sensibles y específicos y a ka vez tan sencillos y económicos que 
permitan aer aplicadns tanto en estudios de determinación de las tasas de 
parasitosis reales debidas a £. fíistolyiica y/o E. dispar asi como a estudios de 
diagnóstico en campo comc trabajo de rutina. Esto ha abierto la posibilidad y la 
necesidad implícita de identificar y producir nuevos antigenos recombinames 
específicos de E hisiolyttca en estado virulento y no virulento que sean capaces 
de superar a los ya existentes en cuanto a sensibilidad, especificidad, y número, 
por la gran variabilidad amigéniea que presentan los protozoarios y que de 
hecho exhibe E. lirstotytica. Nosotros nos propusimos aislar tales antigenos 
recombinantes y para ello, fue necesario identificar y establecer primeramente 
la variabilidad genética y fenotipica de E. histoiybcQ al ser expuesta a distintas 
Número de páginas: 10$ Candidato para el grado de Doctorado en 
Ciencias con especialidad en Biotecnología 
condiciones medioambientales relacionados con su virulencia como serla el 
cultivo axenco in vttro por largos periodos de tiempo o ka rducción de cultivos 
al inocularlos en hígado de hámster para la producción experimental de 
absceso. Nuestros objetivos fueron establecer la vanabtlidad de £ hístoiyifca, y 
pcsienormente diseñar una estrategia que a partir de los mRNA expresados 
díferencialmente, nos permitiera aislar loe que corresponden a antfgenoe 
específicos del estado virulento y no virulento de la especie Se utilizó la cepa 
HM1-IMSS de Snttvnoeba bistntytica la cual fue cultivada axénicanerrte en 
medio TYI-S33. La misma cepa fue inducida mediante la inoculación en hígado 
de hámster para la producción de absceso experimental. Una vez extraído el 
material genético de sendos cultivos, se determinó la identidad de la especie 
mediante PCR con oligonucleótidos específicos para confirmar que 
efectivamente en todos los cultivos tuvimos solamente E. histofytica sin 
contaminación con £ dispar. Enseguida se extrajo el RNA de sendos cultivos y 
se realizó RT-PCR con hexameros al azar para obtener el cDNA. La variabilidad 
fenotíploa fue evaluada por la virulencia del cultivo lr> rtro y el cultivo inducido 
midiendo los parámetros de erRrofagocitoais, citotoxicidad sobre células MDCK 
y actividad hemolltica. El despliegue diferencial de mRNA fue observado 
utilizando las técnicas de DNA polimórfico amplificado al azar (RAPO) y la 
técnica de "Drferential display" que es una poderosa herramienta que sirve para 
aislar genes que son diferendalmente expresados en dos diferentes estados de 
la célula, en respuesta a un tratamiento o combinación de tratamientos. 
Finalmente, la selección de mensajeros específicos se reafizó mediante la 
construcción de bibliotecas sustractivas tamizadas con sueros de pacientes en 
estado asintomátioo y con asbceso hepática amibiano 
Con t r i buc i ones y Conclusiones: Con el presente trabajo establecimos a 
nivel fenotlpico, genético y transenpcional la vanabilidad de Entamoeba 
/vsiotybca en presencia de factores medioambientales distintos relacionados a 
la virulencia del parásito. Observamos una marcada variabiídad fenotipica en 
cuanto a eritrofagocitosis con un 97% de ingestión de eritrocitos para el cultivo 
virulento <CV) y un 43% para el cultivo no virulento ( C W ) . La actividad 
hemolitica fue de 70 30 para CV mientras que CNV presentó 29.50 unidades 
hemolíticas/106 trofozoitos/90 min. En cuanto a la cHotoxicídad, CV presentó un 
90% de células destruidas y CNV sólo el 45%. Los experimentos de la 
variabilidad genética mostraron lo siguiente: La técnica de RAPD nos permitió 
observar una diferente intensidad y número de bandas obtenidas al correr una 
electrrforesis en gel de los productos obtenaos del RAPD La técnica Ce 
"Diferentiai dtsplay" mostró también y finalmente confirmó la existencia de un 
despliegue drferencial de mRNA en sendos cultivos. De acuerdo a nuestros 
resultados podemos concluir que* Entamoeóa histotyticé presenta un aumento 
en la expresión fenotipica de su virulencia al inducir los cultivos clónales 
mediante inoculación expenmental en higado de Hámsters lo cual se observó al 
incrementarse ta tasa de eiürofagocltosis, la actividad hemolltica y la 
citotoxicidad sobre cultivos de monocapas de células MDCK Este parasito 
tamwén muestra gran cantidad de polimorfismos en su genoma al inducir él 
estado virulento y eg resa potenciadamente algunos transcritos en su astado 
virulento, en comparación con su estado no virulento. Diseñamos una estrategia 
de selección de mRNA expresados drferencaalmente sn estados virulento y no 
virulento por E. hisíotytíca, a partir de la cual, se construyó una biblioteca 
sustractiva de cultivos virulentos de E. hislclytcs tamizada con sueros de 
pacientes con absceso hepático amibiano, logrando aislar 17 clonas que 
codifican antigenos específicos. V a partir de una biblioteca sustradiva de 
cultivos no virulentos de E. histolybca tamizada con sueros de pacientas con 
amibfasts asintom ática, aislamos 9 clonas que codifican antigsrios específicos. 
CAPÍTULO I 
1.1 INTRODUCCIÓN 
1.1.1 LA AMIBIASIS 
Entwnoeba fristoiytite es el agente causal de la amibiasis, 
(WHO/P AHO/UNESCO. 1997) la cual se caracteriza por la destrucción de tejido 
en las zonas invadidas por las amibas (Waish JA., 19SB). Las formas clínicas de 
mayor incidencia son el absceso hepático amibiano y la disenteria amibiana 
(Joyce MP., 19&8). Los amebomas tienen importancia médica diagnóstica 
porque pueden ser confundidos con procesos neoplásicos (Yiotsas Z D , et al. 
1975). Actualmente se considera que en el mundo existen 500 millones de 
personas infectadas por £ histolytica (Sepúlveda B , 1962), que por causa de 
está enfermedad mueren mas de 50,D00 personas al a t o (Godbold GD,, 1998), 
y que solo una de cada 1G muestran síntomas de la enfermedad (Walsh JA., 
1988). 
1.1.2 EL PARÁSITO Entamoeb* Mst t fy t fca 
Entamoeba tvstclytica podría considerarse como un eu cario te arquetlpico 
primitivo cuya morfología celular se caracteriza por fea ausencia de mitocondrías, 
peroxisomas, aparato da Golgi, retículo endoplásmico, ciloesqueleto organizado 
(Múller M . 1986) y la presencia de numerosas vacuolas y vesículas (Saavedra-
Liia E. el al. 1996). 
Bioquímicamente, poseen un metabolismo en el cual se encuentran ausentes 
los cltocrornos, el ciclo de ácidos tricarboxílicaa, la vía de las pentosas fosfato, 
la vía biosifitética de glutatión, y la presenca de acürtas y ubiquitmas altamente 
divergentes (Mertens E., 1993). Posee además enzimas digestivas unidas a 
membrana y una bomba de protones vacuolar muy característica en membrana 
plasmática (Montalvo FE. etal , 1971). 
A nivel cromosómico, no ha sido posible identificar la típica estructura 
nuciecsomal eucariótica. aunque es han identificado la mayoría de los ganes de 
h&tonas (Qhattacharya A. et al. 2000) Se han reabzado deterrninaciories de 
DNA total que indican que cada trofozoito contiene entre 0.4-1.5 pg (Torres-
Guerrero H., 1991} Se na observado también que el genoma de E. hiatolytica 
tiene un bajo nivel de G+C (22.4%) (ByereTJ., 1986), y un tamaflo de alrededor 
de 4 x 10a pares de bases con aproximadamente 36,400 genes 
transcnpcionalmente activos (Carrero J C , et al. 1996), Lo cual es fi veces 
mayor que el numero de genes activos en Drcsophiía metanogaster. La mayoría 
de les genes ambianos son fuertemente empaquetados, carecen de ¡ntrones, y 
tienen regiones 5' y 3' no traducidas muy cortas (Sehgal D , et al. 1994). 
A la fecha, sigue siendo importante la identificación y estudio de moléculas 
involucradas en las rutas bioquímicas, mecanismos de transducciün de seAalas 
y funciones organelares a fin de poder mejorar las aportaciones actuales en 
cuanto a diagnóstico, terapia, profilaxis y estudio de la patogenicidad del 
parásito. 
1.2 ANTECEDENTES 
1.2.1 £fltsmoeba Matolytiea Y Cutamoaba dispar. 
La existencia de £. dispar, una especie nc patógena, fue propuesta per primera 
vez por Bnimpt en 1925 (Petithory JC. et al. 1994). No obstante, durarte 5 
décadas, dicho concepto permaneció ignorado por la mayoría de los 
investigadores. Fue alrededor de 1970, cuando las evidencias de la presencia 
de F cuspar empezaron a resurgir y acumularse, sugiriendo que Brumpt estaba 
en lo correcto. 
E. bistolytica y E. dispar son especies de protozoarios genéticamente distintas 
pero cercanamente relacionadas Ambas son moifo lógicamente indistrguibles, 
colonizan el intestino humano, pero solo F. hfstotytíca es oapa2 de Invadir 
tejidos y causar enfermedad (Tanrnch E , 199B) 
E. fustolylKa y E dispar poseen patrones enzimálicos característicos que 
originalmente permitieron identifica rías y agruparlas en zimodemos patógenos y 
no patógenos (Sargeaunt P.. 1988). También poseen proteínas de superficie y 
estructura del material genético que son característicos de cada especie 
(Pethitory J C . 1994). 
Acerca de las implicaciones diagnósticas de la aceptación oficial por la OMS de 
dos especies (WHO/PAHO/UNESCO, 1997), es conocido que las especies 
mencionadas producen reacciones serológicas cruzadas con las técn ica 
clásicas de laboratorio, y uri importante problema en cuanto a la evidencia o 
ausencia de sintomatoiogia de la enfermedad, para definir el parásito infectante, 
le cual se explica hoy en día, parcialmente, con la presencia Ge amBas 
especies. 
El impacto de la presencia de E. disparen el posible desarrollo de una vacuna 
ha desembocado en la identificación de una numerosa cantidad de antigenos 
superficiales de trofozoitos que pudieran representar importantes componentes 
de la Heracción hospedero*parásito, pero que no obstante tales artigenos 
superficiales, están presentes en ambas especies, 
1.2.2 PATOGENICIDAD DE £ histoiytre», 
Actualmente, permanece como controversia a nivel mundial, si también la 
infección por amibas en estado de portador as producida por E. ft/sfo/yfice de 
manera que el proto2oarío sea capaz de presentar estos des fenotipos 
diferenciales como especie y en donde en todo caso, se trataría de amibiasis 
virulenta y avrulenta 
La vanabihdad genética a través de diferentes clonas de la misma especie y 
cepa de £ Wato/yWea, la producción experimental de donas híbridas las cuales 
pueden diferir de sil cepa paterna y la posibilidad de invasividad de E dispar, 
son algunos de los fenómenos que pudieran indicar que la última palabra sobre 
la presencia y diferenciación de dos especies no ha sido dictia (Mehiotra RK., 
1998). 
Los factores que promueven la invasión mas que la infección comensal no son 
todavía entendidos. Las lineas derrvadas de un aislado úrico de £. histotytica 
exhiben diferentes niveles de virulencia (Ankn S. et al. 1999). 
Por olro tsMo, se ha comprobado que £. fwsfo'ytfca posee enornie variabilidad 
en la expresión genética bajo distintas condiciones y la presencia de tal 
desplegue es observable en el laboratorio a través de polimorfismos genéticos 
y parámetros fenotl picos de cutivos clónales (De Menezes FL. et al, 1997). 
Oíros experimentos han permitido observar directamente la producción de RNA 
mensajeros diferenciales al someter los cultivos amibiarios a diversas 
condiciones medioambientales estrechamente relacionadas con la vrulencia de 
las amibas, tales como el efecto del colágeno tipo I y calcio como inductores de 
secreción de granulos electroden&os asociados a patogeniciOad (Salazar I. et 
al, 1997). Estos hallazgos hacen resurgr el concepto de un estado virulento y 
un estado no viurtento en una sola espede, sin descartar el concepto 
oficialmente aceptado de la existencia de dos especies ( W H C V P a h o A j n e s o o . 
1997). 
Las diferencias en la virulencia son efectuadas principalmente por expresión 
alterada da los genes de £ histofytioa. Hay muy poco conocimiento acerca de 
la regulación y el control de la expresión de genes en este patógeno. Por lo 
tanto, el estudio de la regulación transenpoonal de los genes de E. tvsíofytKS 
es importante para el entendimiento del fenotipo virulento. 
Lo anteriomiente expuesto plantea la necesidad, reconocida oficialmente por la 
OMS, de ' desarrollar urgentemente nuevos métodos capaces de distinguir entre 
amibiaats virulenta y no virulenta, asi como amibiasis debidas a E. histolytice o 
£. dispartan sensibles y específicos y a la vez tan sencillos y económicos que 
permitan ser aplicados tanto en estudios de determinación de las tasas de 
parasitosis reales debidas a £ históiytica y/o E. dispar asi como a estudios 
de diagnóstico en campo como trabajo de rutina." (WHO/PAHO/UNESCO, 
1997). 
Estos avances pemiitrán además un entendimiento mas profundo de la 
patogeniodad del parásito y la futura posfciiidad de encontrar una molécula 
factible para el desarrollo de una vacuna o alternativa terapéutica contra la 
amibiasis mas efectiva y menos agresiva para el humano. 
1 J . 3 CITOTOXICIDAD DE E. Matofytica 
A nivel celular y molecular, la patogenia de la amibiasis es un mecanismo 
multifattorial, en el cual se encuentran involucrados procesos como la 
quimiotaxis, le adhesión a células blanco, crtóhsis por contacto, fagocitosis y 
degradación intracelular (Batieras Rl., 1997) 
Se han descrito algunas moléculas involucradas en tales procesos, de tal forma 
que se sabe que mutaciones en la lectina superficial que se une a galactosa 
afectan ka adhesión y la citólisis mientras que las mutaciones en meromiosrs 
afectan las funciones del citoesqueieto. y por ende, la fagocitosis (Abd-Alla MD. 
et al, 1993). Se han detallado también otros factores involucrados en la citolisis 
como las fosfohpasas A, el peptklo formador de poros y las cistein proteasas 
(BaldarasRl., 1997, GilchristCA. ©tal, 1999). 
Estas últimas, las cistein proteasas, son codificados por al menos 7 genes 
varias de los cuales se encuentran solo en E. hísolylica y están ausentes en E 
dispar (Gilchrist CA. et al. 1999). 
1.3 AVANCES EN EL DESARROLLO DE PRUEBAS DIAGNÓSTICAS PARA 
AMIBIASIS POR E. hlstotytíc* 
Vanas asociaciones internacionales respaldadas por la OMS, han recomendado 
recientemente el desarrollo de nuevos métodos, usando Tecnologías apropiadas 
para países en vías de desarrollo para el diagnóstico especifico de la infección 
por E. bt&tolylica (WHO/PAHO/UNESCO, 1997). 
1.3.1 Diagnóstico de amibiaeis por Entamoefte histotytie* 
Para llegar a un diagnóstico de amibiasis, es importante reunir datos sobre los 
signos y síntomas, la identificación de lesiones características, las imágenes 
diagnósticas y el análisis de laboratorio (Sepúiveda B. et al, 1980), Sin 
embargo, las tres primeras fases pueden ser frecuentemente confundidas con 
otras enfermedades, como cáncer hepático o intestinal según sea el tipo de 
lesión Esto remarca la importancia de identificar al parásito mediante métodos 
específicos (Said-Femdndez S. et al. 1992). 
1.3.2 Método» de laboratorio para el diagnóstico elinieo deamibiasis 
Dentro de las técnicas comúnmente utilizadas en el diagnóstico de esta 
enfermedad podemos citar las siguientes. 
A) La observación directa por microscopía, de los quistes o trofozoilos en heces 
o de estos últimos en los tejidos invadidos 
B) Métodos de inmunopreapitación que permitan detectai ya sea anticuerpos 
anti-E. histclylic* o antlgenos de estos parásitos, sobretodo en heces. 
La identificación y diferenciación de £ histafytíca y £ (Aspar en heces por 
microscopía es imprecisa, pues smbos organismos son idénticos en apariencia 
al microscopio. Este método tiene una sensibilidad del 60% y ademas puede 
presentar muchos falsos positivos debido al error de confundirlos con 
macrófagos y/o especies no patógenas de EntamoeDa El cultivo es mas 
sensible que la microscopía y el análisis de Isoenzlirás provee la diferenciación 
de especies Sin embargo, se tardan una semana y en muchas muestras 
positivas por microscopía dan negativas por cultvo y análisis de isoeri2imafi. 
Dentro de los métodos de inmunoprecip ilación podemos englobar la 
hemaglutinación indirecta, la inmunofluorescencia directa e indirecta, el ELISA, 
y el radionmunoensayo {Said-Femández S. et al, 1992) Todos ellos ofrecen 
una buena utilidad cuando se utilizan antlgenos puros aislados directamente de 
las amibas (Merino EW et al, 1990) anticuerpos monoclonales (Sad-
Feméndez S. et al, 1992) o proteínas ^combinantes. 
1.3.3 Diagnóstico Molecular 
Las herramientas de la biología molecular han servido también de apoyo en el 
diagnóstico diferencial de la armbiasis patógena, y dentro de ellas, se ha 
socorrido al uso de la reacción en cadena de la poiimerasa (PCR), (Acuña-Soto 
R et al. 1993, Gar f rke l Ll et al, 19S9, Tachibana H et al. 1991) la 
electroinmunotransferencia. (Ruiz-Palacios GM. etal , 1992) y el serodiagnóstico 
con antlgenos recombinantee (Ag-Rec) (Ruiz-Palacios GM. et al» 1992; Edman 
V. et al, 1890; Lotter H. e l al, 1992; Myung K. e ta l , 1992 & Stanley SL. et al, 
1991). 
La PCR ha sido utilizada con éxito a nivel de campo en la diferenciación entre 
especies patógena y no patógena, y se han desarrollado varios juegos de 
oligonucleótidos por varios grupos de trabajo (Aguirre A. et al, 1995; Clark CG. 
et al, 1992; Romero JL. et al, 1992), sin embargo se requiere de un equipo que 
no se encuentra disponible en la mayoría de los laboratorios de los países en 
vías de desarrollo que se dedican a ofrecer este servicio. Además, los insumos 
utilizados para realizar PCR con fines diagnósticos tienen un precio demasiado 
elevado para la capacidad económica de estos países, los cuales, 
paradójicamente son los de mayor prevalencia de amibiasis (Walsh JA., 1988). 
Por ello, la OMS recomienda que los métodos que se desarrollen para el 
diagnóstico diferencial sean económicos, sencillos y fáciles de realizar por 
profesionales de la salud de nivel académico promedio, en los países en 
desarrollo (WHO/PAHO/UNESCO, 1997). 
Por otro lado, la electroinmunotransferencia demanda el manejo de elementos 
de naturaleza protéica que comparados con los ácidos nucléicos son mucho 
mas lábiles y difíciles de manipular al momento de la determinación de su 
estructura primaria así como de su producción y manejo. 
Alternativamente, la identificación de proteínas antigénicas específicas que 
puedan producirse a gran escala podrían usarse para implementar todos los 
métodos clásicos de diagnóstico, pero ahora con la ventaja agregada de la 
capacidad para distinguir entre amibiasis virulenta o no virulenta producida por 
E. histolytica. Existen antecedentes importantes sobre el desarrollo de proteínas 
recombinantes o anticuerpos monoclonales para la identificación de E. 
histolytica, por ejemplo, se han desarrollado anticuerpos monoclonales contra 
epitopes específicos de le leclina de 170 kDa que se une a galactosa (Petri Jr. 
et al, 1995; Petn WA. et al, 1990). De esta proteina también se ha patentado un 
método para rimunoensayo (Petri, Jr. et al, 199S). Por otro lado, también se 
patentó un método que peimíte identificar mediante "¡nmunoblol' i na serie de 
antlgenos que sólo son reconocidos por sueros de pacientes con amfeiasis 
hepática o disenteria amibiana (Flores-Castañeda MS., 1995). Recientemente 
apareció en el mercado un producto para identificar, con alta especificidad, B. 
hiSlQtytjCB en heces, utilizando un anticuerpo monodonal contra epitopes 
específicos de la ieetma de 170 KDa (Petri Jr. et al, 1995>. 
1.3.4 Serodiagnóstico con Antigenos Recombinantaa 
Está bien documentada ka utilidad de los métodos de ingeniería genética para 
identificar, caracterizar y producir Ag-Rec. 
Las proteínas recombinantes utilizadas como inmunorreactivos ofrecen 
resultados mas confiables que los obtenidos con los extractos crudos de 
trofozoltos de E htsiofyijca. Por otro lado, los Ag-Rec pueden producirse en 
grandes cantidades sin necesidad de cultivar a los parásitos, que generalmente 
producen in vífro menos biomasa y requieren mas tiempo para crecer que las 
bacterias o las levaduras utilizados como sus vehículos de expresión (Said-
Fernández S et al. 19921 
Algunos Ag-Rec para diferenciar entre amibas patógenas y no patógenas son 
los siguientes la recM1? (Ruiz-Pa lacios GM et al, 1992; Edman V et al, 199Q) 
de 125 KDa y que presenta un 12% de divergencias entre ámodemos 
patógenos y no patógenos, la recSREHP (Myung K. et al. 1992 & Stanley SL. et 
al, 1991) que exhibe un 79% de sensibilidad y un 87% de especificidad y la 
rec£HPl (Lotter H. et al. 1992) de 125 KDa. De dichas proteínas, el común 
denominador inconveniente encontrado es la propiedad de una sensibilidad y 
especificidad regulares, además de que distinguen amibiasis patogénica y no 
patogénica tratándolas como dos especies distintas <£. fíísfolyiica y £. àìspar) y 
sin manejar el concepto de grado de virulencia, lo cual las vuelve 
promisoriamente susceptibles a ser mejoradas por otras proteínas. 
1.4 TRATAMIENTO Y PROFILAXIS COSTRA LA AMIBIASIS 
La elección de una droga para el tratamiento de amibiasis depende de la 
localización de la infección, de tal forma que las drogas usadas son divididas en 
las de acción luminal, sistèmica y acción mezclada. En cuanto a las de acción 
luminal, su prncipal propiedad es la baja absorción intestinal. Incluyen el 
Furoato de Dioxanida (Furamida), hidroxiquinolonas, lodoqumoi, y Choquinol, 
Las sistémicaB actúan bloqueando la síntesis de proteínas en los trofozofos 
¡nhfoiendo la Iranslocación de la peptidil tRNA transferasa en el ribosoma desde 
el sitio aminoseli al peptidil Un ejemplo e6 la Dehidroemetina (Norris SM. et al, 
1968). aunque los de primera elección 6on el metromdazoi y sus derivados. 
Ambos tipos de drogas son eficientes en el tratamiento oportuno de la amibiasis 
intestinal o invasiva, no obstante, presentan senos efectos indeseables. 
Esto plantea la necesidad de disertar racionalmente nuevos tratamientos, lo 
cual puede ser posible, gracias al reciente incremento en el conocimiento de ka 
bioquímica del parásito y de las interacciones entre el parásito y la célula 
hospedera Aunado a elk>, el desarrolle de tecnologías bioquímicas para la 
purificación de proteínas, ensayos eruimáticos, conocimiento de las funciones 
enzimábeas y la determinación de estructuras tridimensionales de proteínas ha 
permitido el entendimiento de los detalles de las moléculas blanco y sus 
probables iigandos. En suma, la tecnología de DNA recombtaante ha favorecido 
la determinación de secuencias primarias de proteínas, su expresión y 
mutagénesis, lo cual en algunos casos ha contribuido a la caracterización 
funcional de enzimas Todos estos avances acelerarán el desarrollo de nuevas 
estrategias terapéuticas contra la amibiasis 
1.4.1 Vacuna contra la Amibiasis p o r f . histotytiea 
Debido a que la amibiasis solo afecta a los humanos y algunos primates 
superiores no humanos, una vacuna antiamibiana podría teóricamente erradicar 
al organismo. Estudios epidemiológicos indican que la inmunidad adquirida a la 
infección amibiana probablemente ocurre y que tal vacuna puede ser factible. 
Aunque la inmunidad celular y humoral sistémica y de mucosas parecen jugar 
un rol impenante en la protección contra £ Msfo/ytfca, la importancia relativa de 
cada uno en la respuesta inmune humana no ha sido aclarada aun. No existen 
actualmente modelos animales de amibiasis intestinal, ademas, ha sido 
imposible evaluar la protección contra colonización y colitis Futuras 
investigaciones de los mecanismos fundamentales por los cuales E. hístotytioa 
causa enfermedad y de la respuesta inmune humana a infecciones arribianas 
podrían asegurar la verdadera factibilidad de una vacuna anthamibiana 
(Hunston CD et al. 1998). 
1.fi APLICACIONES DE LA BIOTECNOLOGÍA EN LA INVESTIGACIÓN 
SOBRE AMIBIASIS Y E. Mstclytíea 
Podríamos definir a ka nueva Biotecnología como la cenca que emplea 
microorganismos reprogramados por ingeniería genética para producir 
proteínas recombinantes, de importancia biomédica, industrial, pecuaria y 
agrícola Hoy en día ae ofrecen en el mercado intemacioral y en el ámbito 
científico toda una variedad de proteínas de origen recombinante, desde 
factores de crecimiento hasta anticoagulantes (EscarníIla-Trevifio L , 1998), La 
lista de estos productos crece dia a día, lo que ha llegado a constituir toda una 
revolución en el mercado bio-ndustnal y a la vez ha impulsado la investigación 
en este campo En esta revolución científica, el campo de investigación sobro le 
amibiasis y £ hisíaiytícfi no queda excenlo Estas nuevas herramientas nos han 
permitido conocer mas a fondo, como se ha descrito anteriormente, las 
estructuras y mecanismos moleculares responsables de procesos como la 
división y el crecimiento celular, el metabolismo, la diferenciación y el desarrollo 
de este parásito. Conocimiento que ha sido ampliamente aprovechado para el 
desarrollo e implementación de nueva metodología diagnóstica, posibles 
candidatos terapéuticos y profilácticos y un mejor entendimiento de la biología 
celular y patogénesis de £ /tisfo'yffctf (Balderas Rl., 1997). 
1.6 IDENTIFICACION DE GENES 
La donación molecular se considera una rama muy importante de la tecnología 
del DNA recombinante y consiste en la introducción de un fragmento de DNA 
específico dentro de un vector, el cual es introducido en n i organismo 
hospedero para obtener poblaciones en maaa de una sola secuencia de interés 
con el cfojeto de manipularla y realizar estudios específicos directamente 
relacionados a dicha molécula. De esta forma es posfcle identificar cada uno de 
los genes responsables del funcionamiento de un organismo vivo (Baldaras Rl., 
1997) 
1.6.1 Biblioteca® de DNA complementarlo (cDNA) 
La construcción de bibiotecas de cDNA es uno de los procesos por los cuales 
puede llevarse a cabo la clonación molecular Una biblioteca de cDNA, consiste 
en una colección de secuencias de cDNA que representan la mayoría de los 
RNA mensajeros (mRNA), los cuales a su vez. corresponden a genes que se 
espresan en el tpo celular del que se extrajeron los mensajeros. Las 
secuencias dé cDNA se insertan en diversos vehículos moleculares, 
principalmente bacteriófagos (como X), plásmicos, cósmidos, cromosomas 
artificiales de levaduras (YAC), etc 
Las bibliotecas de cDNA se construyen a partir de mRNA total, el cual debe ser 
de buena calidad. Este material se incuba con una enzima Iranscríptasa 
reversa, que en presencia de los substratos adecuados y bajo condiciones 
favorables sintetiza cDNA de una cadena. La cadena de RNA original se 
elimina con una enzima nbonudeasa y la segunda cadena de cONA se sintetiza 
usando como molde la pnmera cadena. Para su síntesis son necesarios 
oiigonucleótidos (como iniciadores) apareados en sitios al azar a La primera 
cadena de DNA Entonces, la DNA pollmerasa I de E. cofí actúa produciendo la 
segunda cadena de cDNA y finalmente, se unen intramolecuiarmente los 
fragmentos producidos de la segunda cadena por acción de una ligasa 
(Sambiook J .e ta l , 1989). 
1.6.2 Identificación de cJonas de cDNA 
Existen tres métodos principales para identificar clonas en bibliotecas de cDNA: 
1) Hibridación de ácidos nucleicos 
2) Detección mmunológica de antigenos específicos 
3) Retención especifica de mRNA por hibndación con plásmidos recombinantes 
candidatos e identificación del producto sintetizado después de traducido. 
La mayoría de los proyectos de clonación han estado enfocados al aislamiento 
de secuencias de cDNA correspondientes a mensajeros poco comunes o 
escasos Para ello se han utilizado con mayor frecuencia dos tipos de reactivos, 
anticuerpos y/o sondas moleculares 
Las sondas moleculares son empleadas por los rvesiigadores debido a que 
pueden usarse bajo condidonea de hibndación mas o menos estrictas 
(sírnigency}, que minimizan el riesgo de reacciones cruzadas indeseables y 
además no dependen de la conservación de la fase de lectura. 
La hfendación de ácidos nudeicos es un método confiable y muy usado para la 
clonación molecular, usando bencos de datos como fuente para el diseflo de 
sondas (Sambrook j . et al. 1989). Sin embargo, este método es aplicado 
cuando la proteina a buscar tiene una secuencia genética parcial perfectamente 
conocida. 
1.6J Clonación da Gana» Expreaadoe Diferencia Imente por una misma 
Especie 
Una modalidad de las bilbiotecas de cDNA son las bibliotecas sustractivas, las 
cuales son útiles en la clonación de genes expresados diferencialmente por 
especies muy cercanas o una misma especie sometida a dos condiciones 
distntaa tal como seria el caso de un tejido normal y uno canceroso de la 
misma especie. Las céluas eucarióticas expresan mRNA específicos en 
condiciones extemas distintas, de tal forma Que los genes asi expresados 
pudieran estar involucrados en ese proceso de dferenciación. La tecnología de 
sustracción es usada para eliminar secuencias en común entre dos tejidos 
cercanamente relacionados enriqueciéndose con las secuencias diferenciales. 
El proceso básico consiste en hibridar los mRNA de uno de los cultivos, con los 
cDNA del oiré, de tal forma que quedasen libres los mRNA expresados 
diferencialmente. Estos últimos pueden ser separados del resto mediante 
procesos cromatográftcos por columna de afinidad como la cclumra oligod(Ti o 
una columna con avtdina si es que previamente se marcan los mRNA cor 
Biotina (Balderas I. et al, 2000). 
1.6.4 Bibliotecas de cDNA construidas en el vector SurflZAF (Stratagene, 
1999) 
El vector SurfZap (Figura 1} es derivado del vector lambda Zap II. Existen 
muchas ventajas para usar fagos lambda para construí bibliotecas de 
expresjón. La alta eficiencia de ligazón y empaquetamiento de lambda se 
traduce en la producción de bibliotecas primarias muy grandes Es posible 
construir bibliotecas da expresión conteniendo mas de 1 millón de clonas a 
partir de 1 ng de brazos de lambda. Debido a que el fago lambda crece 
I[ticamente, las proteínas expresadas son fácilmente detectabas con una 
variedad Qe métodos de tamizaje Finalmente, SurfZAP ha sido diseñado para 
permitir la excisión tr> vtvo a DNA plasmidico desde el vector fago lambda 
Un fago cooperador silvestre proporcionado en el estuche comercial, expresa 
alrededor de 5 copias de ta protelna pequeña de envoltura, cplll, la cual juega 
un rol importante en la mediación de la fusión con el plli F' de E cotí. En el 
vector SurfZAP (Figura 2) las proteínas expresadas como f is ión con los 
aminoácidos 198-40$ de cplll, contienen un dominio de anclaje a membrana y 
una secuencia espadadora flexible de 5 aminoácidos (GGGGS) entre los dos 
dominios proteicos para minimizar cualquier interacción. La secuencias 
codificantes de las proteinas dé fusión son transcritas del promotor lacZ dentro 
del plésmido escindibie componente del vector lambda. El vector también 
codifica el sitio de unión al ribosoma (RBS) y la secuencia líder pelB que dirige 
la protelna de fusión a llaves de la membrana bacterial interna mediante la 
porción cplll con la protelna expresada orientada en el espacio penplásmico. La 
secuencia líder es removida durante este proceso produciendo un extremo 
amino terminal iniciando con el residuo N*termmai de la proteína expresada. 
La figura 2 ilustra el proceso de preparación de partículas fagemidas. Cuando 
las bacterias E. coh de la cepa SOLR conteniendo la biblioteca fegemida 
amplificada son Infectadas con fago cooperador M13, el genoma fagemido es 
replicado como DMA de cadena sencilla y empaquetado en panículas M13. 
Como fago, es extruido de las células, la proteina de füalón en la membrana 
interna es incorporada a la capa del fBgo, con alrededor de 3 a 5 copias de la 
proteina cplll silvestre. El resultado es ana mezcla de fagos cooperadores 
silvestres y partículas fagemldas recombinantes que expresan la proteina de 
fusión sobre su superficie y portar el DNA codificante de los inserios clonados 
Se estima que aproximadamente 10% de las partículas fágicas portan el 
genoma fagemido expresando la proteina de fusión en su superficie y la 
mayoria, despliega una copia única. Por lo tanto, las partículas fagemidas 
recombinantes retienen la infectividad y se unen predominantemente a llgandos 
en una forma monovalente 
Para obtener altos niveles de la proteínas de fusión cplll puede utilizarse la 
inducción del promotor lacZ con IPTG, pero se ha observado que el IPTG aun a 
concentraciones regulares resulta tóxico para la cepa hospedera. En ausencia 
de IPTG, la expresión a bajo nivel de la proteina de fusión colli es suficiente 
pera incorporación en las partículas fagemidas M13 
Brazos cíe lago SurfZAP 
Inserios aara SurtZAP 
Figura 1. El Vector SurfZAP 
Figura 2. Proceso de Expresión de las Proteínas de Fusión 
1.6.6 Diseño da les Insertos pero «I Vector SurfZAP. 
El sisteme posee los sitos de restricción poco comunes Spe I y Not I pera 
clonar en el vector SurfZAP y corservar la diversidad cuando se preparan 
bibliotecas de expresión en la superficie. Para hacer compatibles loa insertos 
con los brazos cortados del vector, el DNA de doble cadena a donar debe 
contener sitios 5' Not I y 3' Spe I. 
El vector SurfZAP codifica para la porción N terminal de la secuenda líder PelB. 
rio amba del srtio Wcrf |, Por lo tanto el extremo 5' del inserto clorado debe 
incluir el remanente de la secuenda de DNA de peiB localizado entre el sitio Not 
I y el extremo amino terminal de la proteina de fusión El extremo 3' del inserto 
debe ser diseñado para estar en marco con el gen espaciador III (gilí) y debe 
incluir el sitio de restricción Spe i. 
1.7 IMPORTANCIA, JUSTIFICACIÓN Y ORIGINALIDAD: 
Actualmente, las instituciones de salud pública Mexicanas o de otros países no 
usan rutinariamente métodos de diagnóstico para diferenciar E histolyticá de 
E. dispar, o cepas invasivas de comensales. Una de las razones, es por la falta 
de pruebas comerciales accesibles a los laboratorios clínicos en países como et 
nuestro, en vías de desa rolo. Como se mencionó anteriormente en la sección 
1.3 4. existen antecedentes importantes que Kan dado resultados alentadores, e 
nduso ya existe un producto comercial para identificar específicamente E. 
histotyoca en heces humanas. Sin embargo, es importante identificar el mayor 
número posible de antigenos o anticuerpos específicos con fines diagnósticos, 
para disponer de suficiente variedad para seleccionar a los mejores 
inmunoreactivos. El constante cambio de determinantes antigénicos en la 
superficie de loe protozoarioa (Borst P. et al, 1996), podría afectar la 
sensibilidad de los métodos de diagnóstico fundamentados en una sola proteina 
o epítope de tal especie amibiana. En este trabajo nos propusimos identificar 
algunos antigenos de E. hrsfoíyfíca que fuesen reconocidos selectivamente por 
anticuerpos de pactantes en estado asmtomaoco y antigenos que fuesen 
reconocidos selectivamente por anticuerpos de pacientes con absceso hepático 
amibiano Dichos antigenos podrían servir como base para el desarrollo de una 
prueba clínica comercial de serodiagnóstico capaz de distinguir E. hi&iotylica en 
estado virulento de £. tiistotytKa en estado no virulento. 
Por otro lado, una mezda de antigenos recombmantes de £. h&tolytKS en 
estado virulento y otra de E. fiisíolyiiea en estado no virulento permitiré 
disminuir la probabilidad de falsos negativos debidos a la variabilidad antigénica 
de las cepas silvestres así como ejecutar pruebas en suero, con técnicas tan 
sencillas como la aglutinación en látex, o tan modernas y sofisticadas como el 
ELISA No se requerirán otras muestras de fluidos biológicos como el estuche 
mencionado antes, que está diseñado para pruebas en heces. 
La mezcla de antigenos recombinantes permitiría también realizar estudios 
epidemiológicos en forma limpia, y congelar los sueros por tiempo indefinido. 
La constante variabilidad de los determinantes aritigénicos en la superficie de 
los protozcarlos (Sa<1-Fernández S et al, 1995: Boret P et al, 1996). ha 
obstaculizado el desarrollo de vacunas contra estos parásitos, Y el encontrar 
proteínas anligénicas que tuvieran una relación directa con la virulencia de las 
amibas podría sugerir candidatos idóneos para tal objetivo, pues estaríamos 
aislando proteínas esenciales del parásito que al menos en teoría deberían 
mantenerse constantes en au superfìcie. Finalmente, una vez secuenciado cada 
uno de los mRNA correspond lentes a cada antigeno identificado, permitirán 
ahondar un poco masen el conocimiento de los mecanismos de virulencia de £. 
histofytica. 
1.8 HIPÓTESIS: 
£ hisiolytica presentí un despliegue diferencial de RNA mensajeros que 
codifican proteinas con propiedades antigénicas, y cuya expresión genética 
esta regulada por factores extemos relacionados al estado virulento y no 
virulento de la especie 
1.« OBJETIVOS 
1.9.1 Objetivo General: 
Clonar mRNA'a expresados como proteínas recombi na rites que codifican 
antígeno6 de £. histolytica específicos del estado vinJerto y específicos del 
estado no virulento. 
7b 
1 .92 Objetivo« Especifico« 
1.* Cultivo y producción de biomase de E. fítetó/ytlca en medio TYI-S33 en 
condiciones normales y después de producir absoeao hepático experimental en 
hámster*. 
2 - Análisis de parámetros fenotipicos y polimorfismo geftético en ambas 
poblaciones cWnaies, asi como PCR para descartar contaminación con 
dispar 
3.- Extracción de RNA mensajeros de ambos cultivos. 
4.- Ejecución de la técnica "Drffarenfla/ DfcpJa/ para confirmar la producción de 
RNA mensajeros específicos en las amibas cultivadas en condiciones normales 
y obtenidas de absceso. 
5.» Construcción de bibliotecas por sustracción de ambos cultivos con objeto de 
obtener solo los RNA mensajeros diferenciales 
6.« Tamizaje de cada biblioteca de cDNA, usando sueros de pacientes con 
degnó6tico de amibiasis asintomálica para la biblioteca de E bisiclyltca en 
cultivó normal y con sueros de pacientes con absceso hepático amibiano para 
la biblioteca de E. tostoyirca obtenidas de absceso. 
7 - Pruebas de reactividad con sueros de pacientes y descartar los posibles 
antlgenos de ambas bibliotecas Que presenten reacción cruzada. 
CAPITULO II 
MATERIAL Y MÉTODOS 
2.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
2.1.1 Amibas 
Se utilizaron amibas de la especie Entamoeba htstotytica capa HM1:IMSS 
cultivada en medio TYI-S33 en condiciones normales, asi como obtenidas de 
absceso hepático experimental en fíámsters. 
2.1.2 Suero de pacientes con ainkbiaela Invasor* 
Se utilizaron 15 muestras de suero de pacientes que tuvieron absceso hepático 
amibiarto, comprobado por análisis clínico, imágen diagnóstica y/o títulos anti-E. 
histolytica mayores a 1 1024, con aislamiento de E. histolytica (Medina de la 
Garza CE etal, 1997). 
2.1.3 Suero de pacientes ©sintomáticos 
Se emplearon 20 sueros de pacientes asintomáticas portadores de quistes de 
E. Wsfoíytíca en las heces, con títulos anti-E. histolytica de 1:512 o mayores 
(Sanchez-Guillen MC. eta l . 1897). 
2.1.4 Suero de sujetos sanos 
Se utilizaron 10 sueros de sujetos sanes, personas asintomáticas sm quistes en 
heces, con títulos anti-£ histolytica guales o menores a 1 612. 
2.1.6 Animales para reactivar la virulencia de las amlbaa 
Se usaron 3 hámster« dorados (Mescríceft/s eurvtus) adultos machos de 2 
meses cor un peso aproximado de 100 g. 
2.2. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 
2.2.1 Criterios de Inclusión 
« Pacientes con amibiasis invasora: Que tengan absceso hepático amibiano, 
comprobado por análisis clínico, ¡mágen diagnóstica y/o títulos anti*E 
hiSlQtyltce mayores 9 1:1024 con aislamiento de E. tostofytfca. 
• Pedentes asirtomáticos portadores de quistes: Pacientes con q j s t es de E. 
ñislotyiicé en las heces» sin síntomas» con títulos arrii-E. hi&tclytic* de 1:512 
o mayores per hemaglutinación indirecta, 
• Sujetos sanos. Personas asmtomáticas sin quistes en heces, con títulos arrti-
E. hislofytca iguales o menores a 1 512. 
2.2.2 Criterioa de Exclusión 
• Ausencia de alguno de los criterios de inclusión 
« Presencia de cualquier otra patología 
2.3 ESTRATEGIA GENERAL 
El diseflo de la estrategia general a seguir comenzó con la producción de 
biomasa a partir de ambos cultivos ambianos, los qué se cultivaron en 
condiciones normales, a los que se denominó cepa no virulenta (CNV)y los que 
fueren inoculados en hígado de hámster para produdr absceso e^er imental y 
de esta forma reactivar su virulencia; Los cuates fueron denominados como 
cepa virulenta (CV¡. Con el objeto de corroborar ka varíabiidad ¡ntraespeoe, se 
procedió a medir el polimorfismo genético por ampiiicación al azar (RAPD-
PCR), la variabilidad fenotipica con parámetros establecidos y el desplegue 
diferencial de mRNA en sendos cultivos. Enseguida se realizó la construcción 
de las bibliotecas sustractívas de ambas poblaciones clónales produciendo 
cONA solamente de los mensajeros específicos de cada estado diferencial. 
Posteriormente se hizo el tamizaje Wnunológicc de la biblioteca de cada 
población retando las proteínas expresadas contra una mezcla de sueros de 
pacientes con diagnóstico ce absceso hepático amibiano, para la biblioteca da 
CV, y podar l isiar las donas portadoras de cDNAs Que codificaran para 
antigenos que fuesen reconocidos por pacientes con amibiasis invasora, y de 
portadores asíntomáticos para la biblioteca de CNV, y aislar de esta forma los 
cDNA que codificaran para antigenos reconocidos por pacientes con amibiasis 
no invasiva. A confinación, los grupos de clonas provenientes de ambas 
bibliotecas fueron tamizadas por segunda ocasión, ésta vez con la mezcla de 
sueros contraria, es decir se realizó un tamizaje en fonna cruzada. Con este 
procedimiento aislamos solo aquellos Antigenos Recombinarites (Ag»Rec) que 
no presentaron reacción cruzada (Figura 3). 
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Figura 3. Estrategia General 
2.4 OBTENCIÓN DE CULTIVOS VIRULENTO Y NO VIRULENTO 
2.4.1 Cultivo axónico de E. histolytica 
Trofozoítos de la cepa HM1-IMSS de E. histolytica fueron cutlivados 
axénicamenle en medio TYI-S33 en la fase logarítmica, cada 72 h y 
cosechados después fle enfriados en hielo por 10 min, sedimentados a 430 x g 
por 3 min a 4°C. y lavados por 3 veces en amortiguador PBS-A enfriado en 
nielo. A este cultivo se le denominó cepa no virulenta (CNV) (Diamond LS. et al, 
1978). 
2.4.2 Inducción del absceso hepático amlbiano en hámster 
Se utilizaron trofozoltos de £ histotytica cepa HM1IMSS mantenidos 
axénicamente en medio TYI-S33. El ¡nóculo fue preparado a partir de cultivos 
amibianos de 72 h en fase logarítmica de crecimiento. Se usaron 5 hámsters 
dorados (Mesonceft/s aurefus) adultos machos de 2 meses con un peso 
aproximado de 100 g. El abdomen de los animales anestesiados fue abierto por 
incisión longitudinal y se inyectó un Inóculo de 1 mi de medio conteniendo 2 X 
10* trofo2o!tos directamente en el lóbulo medio del hígado. El proceso de 
inoculación consistió de una única penetración directa de la pared abdominal de 
la región inferior derecha usando una jennga de tuberculma conteniendo el 
inóculo. Los animales fueron sacrificados 7 días después de la inoculación 
mtrahepática (Tsutsumi V. et al. 1fl&4). 
2.4.3 Cosecha de amibas a partir del absceso hepático de hámster 
Una vez sacrificados los animales se reabrió su ahdomen para cosechar las 
amibas por succión con pipeta pasteur e inoculados en tubo con medio TYI-S33 
conteniendo 0,02% de estreptomicina y ampicilina respectivamente Se 
continuó el cultivo en un par de resiembras hasta confirmar la ausencia de otros 
microorganismos y la obtención de un cultivo axánico. Este cultivo fue 
denominada como cepa virulenta (CV). Posteriormente se procedió a realizar la 
extracción de ácidos nucleicos de CNV y CV. 
2.S EXTRACCIÓN DE DNA AMIBIANO 
Amibas obtenidas da cultive atónico normal (CNV) asi como aquelas obtenidas 
del hígado de hám9Ter con absceso (CV). fueron cosechadas dejándolas enfriar 
5 mm en hielo y por centrifugación, Enseguida se transfrió el sedimento en un 
tubo de polfciropileno de 1 5 mi y se mezcló con 250 jiJ de amortiguadoras isis 
(0 25% SDS en 0.1M EDTA pH 8 0). Se añadió Proteínas« K a una 
concentración de 1D0 pg/ml y se incubó a 55*C por 1 h. Posteriormente se 
añadieron 76 de NaCI 3 5 M, se mezcló fuertemente y entonces se añadieron 
42 «I deCTAB 10%/NaCI 0.7 M (calentado a SSaC). se mezcló e Incubó a S5*C 
por 20 min. A temperatura ambiente se añadieron 400 M de cloroformo, se 
mezcló perfectamente por inversión y se sedimentó por centrifugación a alta 
velocidad por 10 min. Enseguida se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo y 
se añadieron 400 \i\ de fenolxloroformo.alcohol isoamilico (200:192:3]. se 
mezcló perfectamente por inversión y se sedimentó una vez mas. $e transfirió 
el sobrenadante a un nuevo tubo y se añadieron 2 volúmenes de etanol al 
100%, se mezcló por inversión y finalmente se mantuvo a temperatura ambiente 
por al menos 5 min para después sedimentar por centrifugación por 15 min 
igual gue en las ocasiones anteriores. Se desechó cuidadosamente el 
sobrenadante y se lavó el sedimento con 200 \i\ de etanol al 70%. 
sedimentando por 5 min de la misma forma que antes. Se secó el aedimento al 
aire y se resuspendió en 50 jil de agua ultrapura y estéril (Entamoeba 
homepage, 2000). 
2.6 PCR PARA DIFERENCIACIÓN DE ESPECIES 
Se procedió a realizar un par de amplificaciones por PCR; Una que produce un 
fragmento de 145 pares de bases con un par de iniciadores P1 y P2 en cepas 
patógenas, y otra que produce un fragmento de 133 pares de bases con el par 
de iniciadores NP1 y NP2 en cepas no patógenas (Acufia«Soto R. et al. 1993; 
Tannich E et al, 1989). El objetivo en este caso fue establecer la presencia de 
E. hisfQtyfios Unicamente y la ausencia de E Asparen nuestro6 cultivos. 
2.9.1 Ampli f icación 
La amplificación del DNA fue realizada en un volumen total de 50 y len tubos de 
polipropileno de 0.2 mi. Se prepararon 4 cocteles para amplificación, 2 con el 
par de iniciadores P1 y P2, y 2 mas con el par da iniciadores NR1 y NP2. Las 
mezclas de reacción contenían (concentración final) 70mM Tns pH 8.8, 4 mM 
MgCI2. 20 mM sulfato de amonio. tmM ditiotreitol, 0.1% Tritón X-100, 50 ng de 
seroalbúmina bovina, 300 mM de cada iniciador, 200 mM de cada 
desoxinucleósido trifosfato (dNTP), y 5 u de Ampli Taq DNA polimerasa (Perkin 
Eimer Cetus. Norwalk. CT). Ademas se añadieron 100 ng de DNA amibiano CV 
a 2 reacciones [Una con los iniciadores P1, P2 y otra con los iniciadores NP1 y 
NP2), asi como 100 ng de DNA amibiano CNV a otro par de reacciones iguales 
que las de la cepa antenor. Las reacciones fueron cubiertas con una gota de 
aceite de parafina y amplificadas en un termocidador automatizado (MJ 
Research, Cambridge, MA). El programa consistió en un ciclo Inicial de 1 min a 
94°C seguido por 35 ciclos de desnaturalización por 30 seg a 94°C. El 
alineamiento de iniciadores se realizó por 1 min a 55°C y la elongación por 2 
min a 72°C. 
2.6.2 Los iniciadores 
Se prepararon los oligonucleótidos seleccionados a partir de secuencias 
repetitivas de DNA blanco únicas de la especie patogénica y no patogénica 
previamente descritos. La tabla 1 expone la secuencia de los cuatro iniciadores 
utilizados (Garfmkel Ll. et al 1989; Samuelson J. et al. 1989). 
Tabla 1. Secuencias de los Oligonucleótidos para PCR diferencial 
Nombre Secuencia * n u c l o o M o s 
P1 TCA AAA ATG GTC GTC GTC TAG GC 2 ^ 
P2 CAG TTA GAA ATT ATT GTA CTT TGT A 25 
NP1 GGA TCC TCC AAA AAA TAA AGT TT 23 
NP2 ATG ATC CAT AGG TTA TAG CAA GAC A 25 
2.6.3 Análisis electroforético de los productos amplif icados 
El analisis de los productos de PCR fue realizado usando una electroforesis en 
gel de agarosa al 2% en TBE 1X. Se tomaron 10 ni del volumen total de 
reacción y se pasaron a tubos de polipropileno de 1.5 mi, rotulados 
apropiadamente. Se añadió 1 jil de jugo azul 10X (azul de bromofenol y 
xilencianol) y se mezcló perfectamente Enseguida se depositó todo el 
contenido de ceda uno de los tubos en loe pozos del gel. colocando además un 
marcador de peso molecular. La electroforesis se corrió a 100V hasta que la 
banda del azul de bromofenol llegó hasta la mitad del gel. Finalmerrte se linó el 
gel con una solución de bromuro de etidio de 10 |ig/ml durante 10 min, para 
posteriormente observar los resultados en al transiluminador de luz ultravioleta. 
2.7 DETECCIÓN DE DNA POLIMÓRFICO AMPLIFICADO AL AZAR 
Utilizamos la tecnología de PCR nuevamente con el r i dador OP*2 para 
observar el polimorfismo genético por »Tipificación al azar (RAPD-PCR) en 
sendos cultivos Para el RAPD-PCR se usó OMA templado obtenido de 
lisados de 6X10* trofozoitos/ml de un amortiguador conteniendo 4.3 mM MgClj, 
50 mM KC1, 10mM TiisHCL pH 8.4. 0.1 mg gelatina, 0.45% NP-40, 0.45% 
Tween 20 y 1 mg de Proteinasa K. La reacaón se realizó en un volumen total 
de 30 ¿J conteniendo 3 til de amortiguador PCR 10X (43 mM MgCIz. 500 mM 
KCI, 100 mM Tris HCI, pH 8 4 y 1 mg gelatina/ml), 200 tiM de cada dNTP, 5 Ü 
de Taq DNA polimerasa. 50 pM del iniciador QP-2 y 4 fii de lisado de 
trofozoitos, todo ello en un par de reacciones, l ir ia con DNA de amibas CV y 
otra cor DNA de amibas CNV. La amplificación fue realizada en 45 ciclos con 
desnaturalización a 94*C por 1 min, alineamiento a 36eC por 1 min y extensión 
por 2 min a 72°C usando un termociclador automatizado (MJ Research» 
Cambridge, MA) Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en 
geles de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio Cada PCR fue realizado 
al menos por duplicado para corroborar la reproducibiiidad de las bandas 
obtenidas El polimorfismo de DNA fue identificado cuando una banda estaba 
presente en uno de los cultivos pero en el otro no. La tabla 2 expone la 
secuencia del iniciador OP-2 utilizado para la amplificación. 
Tabla 2. Secuencia del Iniciador OP-2 para Detección de Pol imorf ismos 
Nombre Secuencia # de nucleotidos 
OP-2 TGG ATT GGT C 
I 10 
2.8 DETECCION DE mRNA DESPLEGADOS DIFERENCIALMENTE , w ' 
2.8.1 Extracción do RNA 
El proceso se realizó entre 15-30°C. En un tubo de 1.5 mi se añadieron 750 ni 
de reactivo TRIZOL frió a 4°C y 300 ni de suspensión de trofozoitos Se agitó 
por 5 seg y se incubó la muestra homogeneizada por 5 min a 4°C Se 
añadieron 300 ni de cloroformo. Se taparon los tubos adecuadamente y se 
agitaron vigorosamente con la mano por 5 seg para posteriormente incubarlos a 
4°C por 5 mm Se homogeneizó levemente y se centrifugaron las muestras a 
10,000 rpm por 15 min a 4°C. Después de centrifugar, la fase acuosa fue 
transferida un tubo limpio, al cual se le añadieron 20 ¿il de glucógeno frió a 4*C 
como acarreador de ácidos nucleicos Se precipitó el RNA de la fase acuosa 
mezclando con alcohol isopropilico. Se usaron 600 de alcohol por cada 750 
jil de TRIZOL utilizados en el inicio. Se incubaron las muestras 1 h a -20°C, se 
homogeneizaron suavemente y se centrifugaron a 14,000 rpm por 25 min a 4°C 
Se eliminó el sobrenadante y se secó el sedimento en una gasa estéril con el 
tubo boca abajo por 10-15 min Finalmente se disolvió en 90 >il de agua libra de 
ribonucleasaa y se calentó por 10 minutos a 55-65°C 
2.8.2 Retrotranscripción 
Se incubaron 9 ni del RNA obtenido en el proceso anterior con 1 de 
hexámeros al azar por 15 min a temperatura ambiente. Enseguida se preparó 
una mezcla de reacción de sírrtesis de cDNA en un volumen total de 20 M 
conteniendo 4 ¿il de amortiguador de retrotranscrípción SX, 200 ^M de cada 
dNTP, 1 Mide haxámerosal azar, 1.2 »1 de vihibidorde nbonucleasa. 0.3 u lde 
DTT, y los 1G til de la solución de RNA. Se incubó la mezcla de 19 ¿J a 65°C 
por 5 min y enseguida a 37°C por 10 min Añadiendo a continuación 1 iil de 
enzima trancriptasa reversa e incubando a 37aC por 50 min. Al final de la 
reacción, se calentó a 95UC por 5 mm y se aplicó un choque térmico an hielo La 
mezcla se proceso mediante POR en un coctel con los componentes listados en 
la tabla 3 bajo un programa que consistió en 40 ciclos de 94'C. 30 seg; 40'C, 2 
min y 72°C, 30 seg. Los productos amplificados frieron analizados en m gal 
de poiiacrilamlda para secuenciación La tabla 4 presenta las secuencias de los 
iniciadores utilizados, y la figura 4. un esquema general del proceso 
2.8.3 Corrimiento de la Electroloreele 
Preparación dtí g*f 
Solución de poiiacnkamida «urea al 6% 120 mi 
Persuffato « amonio al 10% 800 ¿il 
N. N. N . N tetrametiletilendiamina (TE MED) 60 \ú 
Se mezclaron los reactivos, evitando la formación de burbujee. 
Se ensamblaron los vidrios con los separadores y se peQÓ cinta adhesiva en los 
lados de los vidrios, sujetando en cada lado con dos pinzas. Se prepararó la 
solución de poliacrflamida en un matraz erlenmeyer de 200 mi y se mezcló todo 
suavemente. Se selló con cinta adhesiva los bordes superiores de los vidnos 
para evitar que se derramara la solución de poliacrilamida al vaciarla Se vació 
la poliacriiamida poniendo los vidnos en una inclinación de 10-15 grados, y una 
vez lleno, se colocó el peme tipo 'diente de tiburón* invertido (con los dientes 
hacia arriba) El peine se ntrodujo 7-8 mm en el ge), teniendo la precaución de 
que éste no quedara flojo, colocando una o dos pinzas en la parte superior. Se 
dejó polimerear con la misma inclinación por 20 min y se retiró la cinta inferior 
del gel y el peine, se retiraron también los restos de poliacriiamida y urea y se 
reintrodujo el peine pero con los dientes hacia abajo hasta pinchar ligeramente 
el gel Después de montarlo en la cámara de secuenciación y llenar los 
depósitos con amortiguador TBE IX, se llevó a cabo una precomda a 40-60 
watts, por 60 min y después se lavaron los carriles con una jeringa con solución 
de comda para eliminar el exceso de urea Se corrió el gel a 70 watts por 6 h. 
Después de correr le eledroforesis el tiempo necesario, se retiró de la cámara 
de electroforesis los vidrios con el gel y se despegó el vidno grande haciendo 
palanca entre loa dos vidrios suavemente y se quitó enseguida los separadores 
de plástico. Se sumergió el vidrio con el gel adhendo en ta cara superior en una 
charola del mismo tamaño cor» solución de lavado, introduciendo primero un 
extremo y después el otro, bajándolo lentamente (de lo contrario, se forman 
burbujas). Se dejó en la solución por 30 min sacando posteriormente el vidrio 
con el gel levantándolo de un extramo lentamente y se puso a escurrir en un 
ángulo de 60-70°0 sobre servilletas, por 10 min. Se colocó el vidrio 
horizontalmerte (con el gel en la cara superior) y sobre el se colocó una hoja de 
papel f i l ro Whatman 3MM, empezando del centro de uno de los evtremos y 
avanzando gradualmento hasta cubrí todo el gpi Sa extenAiA muy hian al papel 
filtro, rodando una pipeta sobre él. Después se volteó todo el conjunto, de modo 
que el papel quedó abajo. Se levantó suavemente el vidno siguiendo el 
movimiento con una mano abajo de la hoja de papel hasta despegar 
completamente el gel del vidrio Se cubnó todo el gal con plástico autoadhenbie 
Se ensambló el sistema de secado del gei en el aparato utilizado para este 
propósito Después se conectó a ina bomba de vacio Una vez secado el gel, 
se retiró el papel portador del gel se eliminó el plástico autoadhenbie y se 
colocó el gel en el cartucho para exposición con película para rayos X. Se dejó 
exponer con una película ultrasensible para radiografía de KODAK C o . a 
temperatura ambiente por 48 h Finalmente se reveló la película y se determinó 
visual mente la presencia de bandas dieren chales. 
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Figura 4. Despliegue Diferencial de mRNA 
1 
Tabla 3. Coctel de PCR para amplif icación do cDNA do Dosplioguc 
Diferencial 
Reactivo Cantidad (ni) 
Amortiguador PCR 10X 2.0 
dNTP (25 nM) 1.6 
Iniciador AP (2 nM) 2.0 
Iniciadores T12MN (10,.M) 2.0 
Mezcla de la Retrotranscripción 2.0 
dATP marcado con biotina 1.0 
Taq DNA polimerasa 0.2 
Agua 9 2 
TOTAL 2 0 0 
Tabla 4. Secuencia de los Iniciadores util izados para PCR de Despliegue 
Diferencial 
Nombre Secuencia # de nucleótidos 
Iniciador AP 5 Iniciadores Random 
patentados 
Ú 
Iniciadores 111(T)0TTTMG 14 
T,2MN TTTOVTTTMC 14 
TTT(T)eTTTMT 14 
TTT(T)eTTTMA 14 
2.9 DETERMINACIÓN DE LA VARIABILIDAD FENOTÍPICA DE E. histolytica 
También demostramos la vanabilidad fenotipica de los cultivos en estudio, 
determinando parámetros ampliamente conocidos de variabilidad fenotipica 
como serian la actividad hemolltica eritrofagocitosis y citotoxiridad 
2.9.1 Determinación de la Actividad Hemolitica 
El ensayo se realizó mediante la estimación de la liberación porcentual de 
hemoglobina (Said Fernández S. et al. 1982). En tubos de polipropileno de 1.5 
mi con 25 jil de una solución de eritrocitos de rata al 3%. se agregaron 25 ni de 
una suspensión de 1 x 104 trofozoitos en amortiguador SSB o sólo de 
amortiguador SSB (testigo negativo) y un tercer grupo al que se agregó 0.5 mi 
de agua (testigo positivo) y se incubaron a 37°C en un bafto de agua por 90 min 
al cabo de los cuales se añadió 1 mi de amortiguador PBS para detener la 
reacción (Diamond LS.. 1968) Se centrifugaron los tubos por 9 min a 600 x g y 
se midió la DO de los sobrenadantes a 415 nm y a 700 nm (Said-Femández S. 
et al. 1983)(Figura 5) 
2.9.2 Determinación de la tasa de Eri trofagocitosis (Rabinovich M. et al. 
1971). 
Eritrocitos y amibas fueron mezclados en una relación 100:1 e incubados por 15 
min a 37°C La fagocitosis fue detenida por adición de agua destilada, y los 
trofozoitos fueron centrifugados a baja velocidad. El número de entrocitos 
dentro de las amibas fue cuantificado leyendo la DO a 397 nm del sedimento 
resuspendido de parásitos pretratados con ácido fórmico (Figura 5). 
Trofo/oilos 
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Figura 5. Determinación de Eritrofagocitosis y Act iv idad Hemolit ica 
2.9.3 Determinación de la ci totoxicidad sobre células MDCK 
Se utilizó el método colorimétrico con MTT descrito por Mosman para medir 
viabilidad celular e indirectamente citotoxicidad amibiana (Mossman T. et al. 
1983). 
2.9.3.1 Siembra de mlcroplaca 
A una ca^a de cultivo con monocapa confluente se retiró eJ medio por succión 
con vacio y se agregaron 2 mi de (resina al 0.25%. Se incubó por 10 min a 
37"C hasta que las células se despegaron de la ca|a $e agregaron 5 mi de 
medio de cultivo completo y se resuspendieron suavemente. Se pasó toda la 
suspensión celular a un tubo cónico graduado de vidrio de 12 mi con tapón de 
rosca estéril y se lavó 2 veces centrifugando a 600 x g por 5 min. Se retiró el 
sobrenadante y se res jspendió en 4 mi de medio de cultivo completo. Se contó 
el número oe células en un hematocitómetro y se preparó una suspensión de 
1 5 x 1G5 células/mi Se sembraron 3 x 10- células en 200 yi de medio de cultivo 
completo por pozo en microplacas de poiiestireno de 96 pozos (Corning Glass 
Works Corning, New York. 14831). Se incubó por 24 h a 37'C en atmósfera 
húmeda con 5% de CO2 para que se formara la monocapa confluente. 
2.9.9.2 Ensayo Colorimétrlco 
Se lavaron 2 veces cada pozo de microplaca con 200 |il de amortiguador SSB. 
Se agregaron 25 >il de una mezcla de 3 x 10* células y 1 x 104 trofozoitos y se 
incubaron por 1 n a 36°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2. Luego de la 
incubación se lavó cada pozo 2 veces con 200 ^J de amortiguador SSB y se 
agregó 50 ¿il de MTT 4.82 mM [01 mg en SSB) y 10 \i\ de PMS 1.39 mM (0.035 
mg en hbO üesionizada) por pozo. Se incubó por 75 min a 36eC en atmósfera 
húmeda con 5% de CO¿ Se lavó como en el paso anterior y se agregaron 210 
pl de alcohol isopropfiico acidificado (HCI 0.04 M en isopropanoi). Se dejó 
reposar aproximadamente 1 o min y se resuspertdió cor pipeta de repetición Se 
pasó e) sobrenadante a una micropiaca nueva y se leyó la DO a 545 nm con un 
filtro diferencial de 630 nm en un leoor da microplecas (EIA multwell reader. 
Sigma Diagnostici) Para determinai el porcentaje de muerte celular s r l i ihzó el 
análisis de regreróny analisis ce correlación (Zar JH., 1974) (Figura 6) 
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Figura 6. Determinación de Citotoxicidad 
2.10 SELECCIÓN DE mRNA DIFERENCIALES 
2.10.1 Estrategia de Selección 
La estrategia pare seleccionar los mRNA diferenciales fue diseñada de la 
siguiente manera A partir de ambos cultivos amibiaros CV y CNV, se extrajo el 
RNA total, del cual, por un lado se obtuvo el cDNA correspondiente a ios mRNA 
por retrolranscnpción. y por otro lado, se aislaron también los mRNA por la 
técnica con columna ohgod(T). Postenormerite se mezclaron les cDNA de CV 
con los mRNA de CNV y viceversa manteniendo hibndados los mRNA a sus 
respectivos cDNA y dejando libres sólo los mRNA diferenciaos en ambos 
casos Enseguida se pasó ie mezcla por una segunda columna oligod(T) para 
J* 
separar los mRNA diferenciales y a partir de ellas se procedió a construir las 
CiDliofecas suslrectivas con sólo les mRNA específicos de CV y de CNV (Figura 
7} 
CNV CV 
Figura 7. Estrategia de Selección de mRNA Diferenciales 
2.10.2 Extracción (te RNA Total 
El proceso se realizó por la técnica de TRIZOL como se ha descrito 
previamente (Sección 2 11.1). 
2.1 Q.3 Síntesis de cDNA 
Para la síntesis de cDNA a partir de RNA total se incubaron pnmero 9 vi del 
RNA obtenido en el proceso anterior con 1 til de hexámeros al azar por 15 min 
a temperatura ambiente. Enseguida se preparó una mezcla de reacción de 
sintesis de cDNA en un volumen total de 20 ¿il conteniendo 4 \i\ de 
Amortiguador de retrotranscripoón 5X, 200 iiM da cada dNTP, 1 ¡J de 
hexámeros al azar, 1.2 iil de inhibidor de ríbonucleasa, 0.8 ul de DTT, y los 10 
tt\ de la solución de RNA. Se incubó la mezcla de 19 ^ a 65cC por 5 min y 
enseguida a 37®C por 10 min Añadiendo a continuación 1 ul de enzima 
trartcrtpiasa reversa e Incubando a 3?°C por SO min Al final de la reacción, ae 
calentó a 9 5 X por 5 min y se aplicó un choque térmico en hielo. La mezcla se 
incubó con 2 ul de ribonudeasa por 1 h a 37®C y se calentó a 70®C por 10 min. 
Finalmente se precipitó el cONA con 2 volúmenes y medio de etanoi absoluto, 
centrifugando a 14,000 rpm por 10 min y secando el precipitado para disolverlo 
en agua uttrapura estéril a una concentración de 30 ng/nl. 
2.10.4 Hibridación mRNA-cDNA (Lifetechnologlee, 1999) 
Se incubaron 80 del RNA de CV con 25 de amortiguador de hi bndación en 
un tubo de polipropileno de 1.5 mi. Enseguida se calentó la mezcla a 65°C por 
10 min y se aplicó un choque térmico en hielo para añadir el cDNA de CNV 
precalentado a 65°C Se añadieran 2 \i\ de NaCI 5 M y se ajustó el volumen 
total a 50 ^l con agua uitrapura estéril. Posteriormente se incubó la mezcla a 
42*C con agitación a 200 rpm por 24 h Finalmente se extrajo el RNA por la 
té<7iica de TRIZOL previamente deserta. 
El mismo protocolo fue utiizado para hibndor el RNA de CNV con el cONA de 
CV. 
2.10.5 Obtención de mRNA mediante Extracción con Columna Ollgo d(T) 
(Llfetechnologies, 1999) 
Para separar los mRNA desplegados diferenciaImente por cada cultivo de los 
hibridados con sus respectivos cONA, se utilizó la técnica de aislamiento por 
columna oligod(T), logrando obtener solo los mRNA especifico«. 
Se sujetó ka columna en un anillo de soporte y se cargó 1 mi de NaOH 0 1 M a la 
columna dejándolo drenar completamente. Enseguida se equilibró la columna 
con 4 mi de amortiguador de unión (BU) (Tris HC110 mM ph 7 5, EDTA 1mM. 
NaCI 0 3M, SOS 0.1% peso/volumen) 
Se cargó 1 mi de BU a la columna y se dejó pasar alrededor de 0 5 mi. Se 
añadieron 3 mi de BU al sedimento de RNA total aislado en el paso anterior y 
se disoivio por trituración usando una pipeta esténi. Se calentó la solución de 
RNA en un baño de agua a 70eC por 5 mm y se puso en hielo por 5 mm. Sa 
cargó el RNA disuelto a la columna bajo flujo de gravedad y se lavó con 4 mi de 
BU para eluir los RNA no mensajeros. Se eluyeron los mRNA con 1.5 mi de 
amortiguador da elución (BE) (Tns HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1mM, SDS 0.1% 
peso/volumen) y se eotectó el eluato como una fracción única en un tubo de 
centrífuga desechable de 15 mi estéril. Se reequilibró la columna con 4 mi de 
6U l o s mRNA obtenidas se calentaron en un bario de agua de 70°C por 5 min 
y enseguida se puso en un bario de agua con hieio por 5 min. Se dejó la 
solución de RNA a temperatura ambiente por 20 minutos, y entonces se 
anadiaron 90 ni de NaCI 5M Inmediatamente se cargó el RNA a Id columna y 
se lavó con 4 mi de BU. Se eluyó ei mRNA con 1.5 mi de BE y se colectó el 
eluato como una sola fracción en un tubo centrífuga estéril desecfable de 15 
mi. Finalmente se añadieron 90 mi de NaCI 5M y 3 mi de etanol al RNA. Se 
centrifugaron las muestras a 7,000 x g por 20 min a 4*0 y se descartó el 
sobrenadante Se añadió cuidadosamente 1 mi de etanol al 75% al tubo y se 
centrifugó a 7 000 x g por 2 min a 4°C. Seef imnó el sobrenadante y se secó el 
sedimento a temperatura ambiente hasta que el etanol se hubo evaporado 
completamente Finalmente se disolvió el sedimento en 20 \il de EDTA i m M 
tratado con DEPC (pH 7 5). 
2 11 CONSTRUCCIÓN DE BIBLIOTECAS 
La estrategia de cómo fueron prepsrados los insertos consistentes de los 
mRNA diferenciales con los adaptadores respectivos y las secuencias 5' y 3 
necesarias es descrita en la Figura B. 
2.11.1 Alineación de Iniciadores para formar los Adaptadores 3' y 5' 
(Operon, 1999) 
Para preparar los adaptadores que serían utilizados en la construcción de las 
bibliotecas se utilizó un par de oligonucleótidos para cada adaptador La figura 9 
muestra las características de cada adaptador y la tabla 5 presenta sus 
secuencias. Tales oligonucleótidos fueron alineados de la siguiente forma: 
Se resuspendieron los oligonucleótidos en Tris-HCI 10mM. Se tomaron 
alícuotas de 32.5 pmoles de cada oligonucleótido y se llevó a un volumen total 
de 15 jil con agua ultrapura estéril. Enseguida se añadieron 5 jJ de 
amortiguador L 10X y se calentó a 90°C por 5 min y se enfrió a temperatura 
ambiente por 45 min. 
Tabla 5. Secuencias de los Oligonucleótidos que forman los Adaptadores 
Nombre Secuencia • nudeoOdc* 
Spe I 5' 5 gcc gca ggt ccc c t c c t c t t a gca gca caa cca 43 
Spe I 3' Cgt cca ya<j gag gag a a t cg t cg t gtc g g t cq t t ac 
cgg 
39 
Not I 5' c t t c t c c t t ac t agt gaC gcc 21 
Not I 3' tga cca cca cga 12 
t t t a c t ag t gaC scF] 3 ' 
5 ' 
l'nión de Oliti-» 
para formar lo* 
AdapladomS'y 3' 
I 
act a ^ t ga t ge t 
t g « t e a e t à ega 
Union del Adipudor 3* 
a los Insaios mRNA 
ICone Sp, I > Stntcsis de la l'Cadera 
t t t t t t t t a 
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Figura 8. Preparación de Insertos para clonación a vector. 
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Figura 9. Características de Adaptadores para Insertos 
2.11.2 Unión del Adaptador 3' a los mRNA Diferencíalos 
Se añadieron aproximadamente 50 ng de RNA obtenido de la sección 2.13.5 a 
16 M l de agua ultrapura estéril y 2 M l de amortiguador de T4 DNA ligasa. 
Enseguida se añadió 1 ,il del adaptador 3' obtenido en la sección anterior y 1 
de T4 DNA ligasa para posteriormente incubar la reacción por 5 h a 15°C Una 
vez realizada la reacción, se procedió a digerir el mRNA-Adaptador 3 con la 
enzima Spe I para dejar listo uno de los extremos del inserto para unir al vector. 
La tabla 6 expone las condiciones de la digestión que fue realizada a 37°C por 
12 h. 
Tabla 6. Coctel de Digestión para formar sitio cohesivo Spe I 
Reactivo Cantidad (jil) 
DNA inserto (500 ng/,,l) 5 
Enzima Spe I 1 
Amortiguador 10 X 1 
Agua 3 
2.11.3 Retrotranscripción 
Una vez listos los mRNA-Adaptador 3'. se procedió a sintetizar el cDNA por 
retrotranscripción. Este proceso se realizó igual que el descrito en la Sección 
2.13.3. 
2.11.4 Síntesis de la Segunda Cadena 
Para sintetizar la segunda cadena se preparó una mezcla de reacción de un 
volumen total de 50 id conteniendo lo siguiente 5 jil de amortiguador PCR 10X 
(43 mM MgCfe, 500 mM KCl. 100 mM Tris HCi. pH 8.4 y 1 mg gelat ina^l) , 200 
nM de cade dNTP. 5 U de Taq DNA polimera&a, y 3 ¿*g de hexámeros al azar. 
La reacción fue amoscada en 30 ciclos con desnaturalización a 92°C por 1 
min, alineamiento a 40°C por 1 mm y extensión por 2 min a 72X2 usando un 
termociclador automatizado (MJ Research, Cambridge, MA). 
2.11.6 Unión del Adaptador 5' 
El siguiente paso fue unr el adaptador 5' a los insertos mediante reacción con 
enzima iigasa Previamente se repuriflcaron loa ácidos nucleicos del paso 
anterior con una mezcla de 200 «I de Fenol Cloroformo Alcohol Isoamllico 
(100:96 4) y reprecipitados con 2 volúmenes y medio de etanoi La reacción con 
la ligaaa. del adaptador 5' se realizó igual que la Sección 2.14.2. 
2.11.6 Clonación de Insertos al Vector Fág ico (Young RA. etal, 19&3) 
Una vez terminada la amplificación, se purificaron los ácidos nucleicos como se 
describe en la Sección 2 144 y se procedió a clonar los insertos al vector Se 
preparó una reacción de ligación como se muestra en la tabla 7 con sus 
respectivos controles positivo y negativo Se procedió a incubar las mezclas a 
4 -C por la noche y enseguida se empaquetaron los vectores recombinantes. 
Tabla 7. Reacción de ligazón de los Insertos al Vector SurfZAP 
Negativo (nO Positivo (jd) Muestra (ni) 
vector SurfZAP 
(1 ug/nl) 
1 1 1 
Inserto testigo + 
(0.25 ng/nD 
1 • 
Insertos Muestra - - 2 
Amortiguador de 0.5 0.5 0.5 
DATP 10 mM 0.5 0.5 0.5 
Agua 2.5 2.5 0.5 
DNA T4 Ligasa 
(2U/nl) 
0.5 0.5 0.5 
2.11.7 Empaquetamiento del Vector (Young RA. et al, 1983) 
Se tomó del ultracongelador de -80*0 dos extractos de proteínas de 
empaquetamiento de fagos. (Uno para cada biblioteca diferencial). Enseguida 
se dejaron entre los dedos hasta que apenas empezaron a derretirse e 
inmediatamente se añadieron 4 ni de DNA a una cantidad de 1 (ig de ligación. 
Se mezcló con una pipeta y se centrifugó el tubo rápidamente por 4 seg A 
continuación se incubó a 22°C por 2 h y después se añadieron 500 ni de 
amortiguador SM al tubo. Se añadieron 20 pl de cloroformo y se mezcló el tubo 
para finalmente centrifugar brevemente para sedimentar. 
2.11.8 Preparación de Bacterias Hospederas (Sambrook J. e ta l , 1989) 
Para preparar Eschenchia coli XL1-Blue para placas de petri y para el stock de 
glicerol se preparó LB con tetraciclina a una concentración de 12.5 ng/ml, 
mientras que para crecer en cultivo se preparo LB con maltosa 0.2% 
volumcn/volumen y 10mW de MgSO*. 
La preparación de células bacterianas fue realizado de b siguiente manera: Se 
tomó una asada del cultivo original y se sembró en una caja de medie LB con 
tetreciclma dejándola incubar a 37"C por 12 h. A partir de este cultivo se 
utilizaron las bacterias para realizar la titulación y propagación de laa 
bibliotecas, asi como para ei tamizaje mmunológico. 
2.11.9 Titulación de la Bibl ioteca (Sambrook J. e ta l , 1989) 
Para determinar el titulo de la biblioteca, se mezclaron 200 |il de bacterias F. 
cou ae la cepa XL1-Blue con alícuotas de 0.1 a 10 »I de la biblioteca. Se 
Incubaron las suspensiones por 20 min a 37*C Se mezclaron las preparaciones 
con 4 mi Se medio LB con mallosa y MgSO« en agar suave fundido a SO'C. Se 
agitó suavemente cada tubo con ayuda de un vorlev e inmediatamente se vació 
el contenido completo del tubo al centro de una caja de petri prelncubada a 
37°Q por 8 h, que contenia 35 mi de LB en agar al 1.5%. Se giraron 
suavemente las placas para asegurar una distrbución uniforme de las bacterias 
infectadas y el medio sólido fundido de superficie. Se repitió la operación 
descrita con cada uno de los otros tubos. Se taparon las cajas y se dejaron 
reposar 5 min a temperatura ambiente, para permitir que solidificara el medio de 
la superficie. Se invirtieron las cajas y se incubaron a 37°C. Después de 7h de 
incubación, se contaron el número de Unidades Fonnadoras de Placa (UFP) 
obtenidas de cada caja. El titulo se expresó como UFP/jii 
2.12 TAMI2AJE INMUN0LÓ6IC0 DE LAS BIBLIOTECAS (Sambrook J. et 
»1,1989; Young RA. e l al. 1983} 
2.12.1 Preparación da 10« Fi l tn* 
Se Tomó una colonia de bacterias y se creció el cultivo a saturación en 16 mi de 
LB • 10 mM de MgSO< + 0 2% de Maltosa a 37*C y 250 rpm de agitación. Se 
mezclaron 0.2 mi del cultivo con 0.1 mi de amortiguador de dilución de K 1X 
estéril conteniendo 10' UFP de la biblioteca Se permitió la adsorción de fagos a 
las células a 37eC por 15 min (10° placas/caja de petri). Se añadieron 3 mi de 
LB agarosa suave mas 10 mM de MgSO* para cada caja de Petri. Se mezció y 
se vació a la caja. Se mezdaron e incubaron a 42"C por 3.5 h para permitir el 
crecimiento de fagos liticos. Usando pinzas, se deió un filtro de nitrocelulosa 
(NCJ seco previamente saturado con 10 mM de iPTG sobre la superficie de la 
agarosa, evitando la formación de burbujas. Se marcaron los filtros en 3 lugares 
asimétncos con jeringa y aguja con tinta indeleble. Se incubaron las placas 
conteniendo los filtros a 37°C por 3.5 h. Enseguida se removieron y lavaron los 
filtros en amortiguador TBST. Se incubaron los filtros en TBST + 20% de suero 
fetal bovino por 30 min. Posteriormente se removieron y lavaron les filtros en 
TBST nirevamente 
2.12.2 Unión del Anttouera 
Se incubaron los filtros en 5 mi de T&STcon la mezebde suerosa temperatura 
ambiente por 1 h Se añadieron 2 ni de mezde de antisuero por cada 10 mi de 
solución usada en el paso arrtenor. Se lavaron los filtros en 3 cambios de TBST. 
dejando 3 min por cambio. 
2.12.3 Unión del Anticuerpo Secundario BioÜnilado 
Se añadieron 20 mJ del anticuerpo secundario (Anti humano) por cada 10 mi de 
TBST Se incubaron a temperatura ambiente por 30 min con agitación vigorosa. 
Se dejaron los filtros en TBST con el anticuerpo secundario. Enseguida se 
lavaron los filtros en 3 cambios de TBST dejando 3 min por cada cambio. 
Posteriormente se transfirieron los filtros a TBST conteniendo el complejo 
Avidma*HRP (40 pl de Avidina y 40 de HRP en 10 mi de TBST) 5« incubaron 
a temperatura ambiente 30 min con agitación vigorosa Se lavaron los filtros 3 
veces en TBST dejando 3 min por cambio. DespuéB se incubaron los filtros de 
NC en solución de sustrato de peroxidasa. Se dejó desarrollar el color 30 min 
usando 5 mi de solución de sustrato perovidasa por cada filtro. Las placas 
positivas aparecieron de color azul. Finalmente se lavaron los filtros en 3 
cambios de agua destilada y se dejaron secaral aire, para después alinear los 
filtros con las placas para seleccionar las placas positivas, y en casos donde no 
pudo ser picada una sola colonia, se separó un fragmento de agarosa con 
varias colonias y se repitió el plaqueo para obtener 200-1000 placas en una 
caja de 150 mm y se retamizó para obtener una placa única. 
2.13 PRUEBA CON SUEROS 
Se procedió a probar las proteínas recombinantes de cade clona aislada, 
expresadas en la superficie de la bacteria, con sueros de pacientes en estado 
de portador para las clonas de CV y sueros de pacientes con amibiasis invasiva 
para las clonas de CNV De la misma forma se probaron ambos grupee de 
donas con una mezcla de sueros de sujetos sanos. 
El objeto de tal prueba fue detemmar si existía mmurtorreactividad cruzada de 
alguna de las clonas aisladas con los sueros contrarios, es decir que las clonas 
Oe la biblioteca del cultivo virulento no fueran reconocidas lamblen poi 
anticuerpos desarrollados por pacientes »sintomáticos y viceversa Igualmente, 
descartar clona* que presentasen Inmunoreacaón en sujetos sanos. 
Se incubaron 50 pl del sobrenadante obtenido despues de centrifugar a 14000 
rpm por 30seg el cultivo obtenido de cada clona propagada en £ cotí, con 50 ^l 
de sueros. Se dejaron incubar a 37°C por 15 mm en cámara húmeda y se 
observó la presencia o ausencia de aglutinación al microscopio Se probaron los 
15 sueros de pacientes con ambiasis invasiva, 20 sueros de pacientes 
portadores asintomátwos y 10 sueros de sujetos sanos. 
CAPITULO III 
RESULTADOS 
i .1 OBTENCIÓN DEL CULTIVO VIRULENTO A PARTIR DEL ABSCESO 
Después de 7 días de ka inoculación ¡ntrahepática de los cultivos de E. 
histolytíca en los Hámstera, se observaron lesiones macroscópicas, de aspecto 
blanco cremoso en áreas redondas a través de todo el tejido hepático, que bajo 
el microscopio pudieron definirse como granulomas caracterisslicos de diversos 
tamaños con un centro necróüco rodeado por abundantes trcfozoitos, células 
epiteliales y fibrosis. Las ambas cosechadas del absceso fueren exitosamente 
mantenidas en cultivo por un par de resiembras con antibiótico para establecer 
el cultivo axenico y entonces extraer sus ácidos nucleicos, asi como los de las 
amibas no inducidas La figura 10 muestra el aspecto microscópico de las 
lesiones hepáticas. 
Figura 10. Aspecto microscópico de las lesiones hepáticas por E. 
histolytica. En la figura se puede observar un centro necrótico de tej ido 
hepático rodeado por abundantes trofozoitos, células epiteliales y f ibrosis. 
3.2 Extracción de DNA y RNA 
Se extrajo el DNA total de los cultivos virulento (CV) y no virulento (CNV). por la 
técnica descrita por Petn (Entamoeba homepage, 2000). Se obtuvieron 
alrededor de 25 yig de DNA de buena calidad, sin degradación ni contaminantes 
de acuerdo al análisis espectrofotométrico (Sambrook J. et al. 1989). 
El RNA fue aislado por la técnica comercial TRIZOL (Lifetechnotog.es 1999) y 
fue analizada su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% y 
tinción con bromuro de etidio. obteniendo 20 ng de RNA total integro. La Figura 
11 permite observar la integridad del RNA obtenido. 
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Figura 11. Aspecto del RNA amibiano en gel de agarosa. Se puede 
observar la integridad y pureza del RNA extraído para los análisis 
posteriores. Cada carril corresponde a una cantidad de RNA añadida en j i l . 
3.3 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA 
DIFERENCIAR ESPECIES EN LOS CULTIVOS 
El DNA genómico de CV asi como el de CNV fueron sometidos a un par de 
PCR para confirmar molecularmente la presencia exclusiva de la especie £ 
histolytica en nuestros cultivos ongmales y la ausencia de E. dispar El PCR 
realizado con los iniciadores P1 y P2 tanto a CV como a CNV expuso mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 2% y tinción con bromuro de etidio la 
presencia de la banda de 146 pares de bases correspondiente a la confirmación 
de la presencia de E. histolytica en los cultivos: Mientras que el segundo par de 
PCR con los iniciadores NP1 y NP2, no revelaron ninguna banda en el gel. Esto 
descana la posible presenca de £ dispar como contaminante en nuestros 
cultivos originales. La Figura 12 muestra el gel con los resultados mencionados. 
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Figura 12. Electroforesis en gel de Agarosa al 2% mostrando los 
productos amplif icados a partir de DNA genómico amibiano. En el carril 1 
se observa el marcador de talla molecular (escalera de 100 pares de 
bases), en los carriles 2 y 3 se presenta la banda de 145 pares de bases 
correspondiente al producto de la cepa patógena en CV y CNV. Mientra» 
que en los carriles 4 y 5 se presentan las muestras sometidas a 
amplif icación con los iniciadores de la cepa no patógena en los mismos 
DNA (CV y CNV respectivamente). Es evidente la ausencia de dichas 
bandas de 133 pares de bases. 
3.4 DETECCION DE POLIMORFISMOS AMPLIFICADOS AL AZAR 
A partir de los cultivos originales CV y CNV se procedió a preparar una muestra 
especial de DNA genómico tal y como se describe en la metodología, la cual fue 
utilizada para detectar polimorfismos genéticos mediante amplificación al azar 
con la técnica conocida como RAPD-PCR (Random Amplified Pol.morph.sm 
Detection-PCR) Con esta metodologia se pudo confirmar la presenc.a de una 
evidente y considerable cantidad de bandas polimórficas diferentes en los 
cultivos CV y CNV. La figura 13 permrte observar dicho polimorfismo presente 
en ambos cultivos. 
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Figura 13. Polimorf ismo en el genoma de E. histolytica de CV y CNV. En el 
carril 1 se muestra el marcador de talla molecular (escalora de 100 pares 
de bases). Los carri les 2 y 3 muestran el bandeo obtenido por el DNA de 
CNV por duplicado, y los carriles 4 y 5 muestran el bandeo de CV. Los 
últ imos dos carri les (6 y 7) muestran el bandeo del CNV después do 4 
meses de mantenerlo en cult ivo ¡n vitro. 
3.5 DESPLIEGUE DIFERENCIAL DE mRNA EN CV Y CNV 
Utlizando RNA total, se realizaron amplificaciones de los mRNA de CV y CNV 
mediante RT-PCR con instadores específicos para observar desplegue 
diferencial de mRNA. El gel de secuenciación en el que se analizaron los 
productos amplificados permite observar la presencia de algunas bandas que 
están mas intensas en el cultivo CV que en el CNV, lo cual demuestra la 
sobreexpresión de algunos transcritos al someter los cultivos am.bianos a 
condiciones ambientales distintas como serla la inoculación experimenta, 
hepática en hámsters. La figura 14 muestra tal sobreexpresión 
_ 
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Figura 14. Despliegue diferencial de mRNA en Entamoeba histolytica. En 
la figura se muestra la autoradiograf.a del despliegue diferencial de 
mensajeros en CNV y CV. Se pueden observar algunos transcri tos 
sobreexpresados en CV. indicados por las flechas. 
3.6 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS FENOTÍPICOS 
Con el objeto de comparar las diferencias fenotlpicas de CV y CNV se midieron 
tres parámetros típicos de virulencia amibiana como serian la tasa de 
eritrofagocitosis. la actividad hemollfcca y la citotoxicidad sobre células MDCK. 
La tabla 8 resume los resultados obtenidos en la determinación de tales 
parámetros y los siguientes apartados especifican particularmente el resultado 
de cada parámetro. 
Tabla 8. Parámetros Fenotipicos asociados a Virulencia en E. histolytica 
Parámetro CNV c v i 
Eritrofagocitosis 43% 97% 
Actividad Hemolítica 29.50 UH 
I 
70.30 UH 
Citotoxicidad en células 37.25% 9340% 
MDCK 
3.6.1 Eritrofagocitosis 
Se observó el porcentaje de eritrofagocrtosis de los cultivos ong.nales CV y 
CNV mediante un método previamente descnto La figura 15 muestra la gráfica 
del porcentaje de entrofagocitos.s máximo obtenido por CV y CNV 
Figura 15. Curva del % de Eiitrofagocitosis contra t iempo de CV y CNV. Se 
puede observar en la gráfica que aproximadamente a los 10 min de 
incubación, el % de eritrofagocitosis para ambas cepas se mantiene 
prácticamente constante. 
3.6.2 Actividad Hemolltica 
Se determinó la actividad hemolítica de CV y CNV, encontrando que la actividad 
bemol ¡tica absoluta expresada como Unidades Hemollticas/mg/90 min de 
reacción (UH) fue de 29 50 UH para CNV y 89.30 UH para CV. 
3.6.3 Citotoxicidad sobre Células MDCK 
La citotoxicidad de los cultivos sobre células MDCK fue deteon.nada por el 
porcentaje de muerte celular mediante un ensayo colorimétr.co Las figuras 16 y 
17 muestran los resultados obtenidos en este experimento. 
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Figura 16. Microplaca mostrando la citotoxicidad de CV y CNV sobre 
células MDCK. Las lineas 1 y 2 muestran células MDCK solas. Las lineas 3 
y 4 muestran células MDCK • CV, las lineas 5, 6 y 7 muestran células 
MDCK + CNV y la linea 8, el control negativo (MDCK • solución 
fisiológica). 
Figura 17. Gràfica de la citotoxicidad de CV y CNV sobre células MDCK. 
Las primeras dos columnas muestran células MDCK solas. Las siguientes 
dos muestran células MDCK • CV, las siguientes tres muestran células 
MDCK + CNV y la ùltima linea de. lado derecho e. contro, negativo (MDCK 
+ solución fisiològica). 
3.7 TITULACIÓN DE LAS BIBLIOTECAS DE CDNA 
El titulo promedio de ka bibloteca obtenida de CV fue de 7.0 k 10* UFP/^J. 
mientraa que la biblioteca obtenida de CNV presentó un titulo promedio de 6,8 x 
1Q9 UFP/|ji. Los cálculos realizados se basaron en la determinación por cuenta 
en placa de la cantidad de UFP en cada una de las diluciones hechas de las 
bfeliotecas onginaies 
3.8 TAMIZAJE INMUNOLÓGICO 
Para cada biblioteca se analizaron 30 cajas por duplicado con medio de cultivo 
y el césped bacteriano infectado con cada biblioteca, con un titulo de 5 * 10* 
UFP por caja. Una vez incubadas con los sueros, las réplicas de nitrocelutasa 
obtenidas de tas cajas, se detectaron 30 UFP que presentaron una coloración 
azul en el filtro de nitrocaluiosa previamente tratado para el tamizas de la 
biblioteca de CV y 26 UFP positivas para el tamizaje de la biblioteca de CNV 
Estas UFP fueron tomadas de las cajas or ina les y aisladas nuevamente para 
asegurar que faesen colonias únicas. La Figura 18 muestra u i aspecto de ios 
filtros con UFP positivas 
Figura 18. Aspecto de uno de los Fi l t ros de Nitrocelulosa con clonas 
posit ivas al realizar el tamizaje Inmuno lóg ico . 
3.9 INMUNOREACTIV1DAD CRUZADA DE LAS CLONAS AISLADAS 
Cada una de las 30 clonas obtenidas de la biblioteca del cultivo virulento, fueron 
retadas contra cada uno de los 20 sueros de pacientes asintomátícos y los 10 
sueros de sujetos sanos Logramos identificar 13 clonas que presentaron 
reacción cruzada con alguno o algunos de los sueros (Ver tablas 9 y 10). 
De la misma forma, cada una de las 26 clonas obtenidas de la biblioteca del 
cultivo no virulento, fueron retadas con cada uno de los 15 sueros de pacientes 
con amibiasis invasiva, y los 10 sueros de sujetos sanos, observando 
inmunoreactividad en 17 donas (Ver tablas 11 y 12). 
Asi, se obtuvieron 17 donas de la biblioteca de CV que codifican antigenos 
recombinantes específicos de E. histolytica en estado virulento y 9 clonas de la 
biblioteca de CNV que codifican antígenos recombinantes específicos de £ 
histolytica en estado no virulento. 
Figura 18. Aspecto de uno de los Filtros de Nitrocelulosa con clonas 
positivas al realizar el tamizaje inmunológico. 
3,9 INMUNORE ACTIVIDAD CRUZADA DE LAS CLONAS AISLADAS 
Cada una de las 30 clona? obtenidas de',a biblioteca del cultivo virulento, fueron 
retadas contra cada urio de los 20 sueros de pacientes asintomáticos y los 10 
sueros de sujetos sanos Logramos identificar 13 donas que presentaron 
reacción cruzada can alguno o algunos de ios sueros (Ver tablas 5 y 10) 
De la misma forme, cada una de las 26 clonas obtenidas de la biblioteca del 
cultivo no virulento, fueron recadas con ceda uno de los 15 sueros de pacientes 
con atiioiasis invasiva, y los 10 sueros de sujetos sanos, observando 
nmunoreactividad en 17 clonas iVer tablas 11 y 12) 
As, se owuv.eron 1? donas de la biblioteca de CV que cWifican antigenes 
r e c h i n a n t e s específicos de £ M ü ^ c i en estado virulento y 9 cieñas de la 
biblioteca de CNV que codifican antigenos recambiantes específicos de E 
tostoMfce en estado no virulento. 
Tabla 9. Clonas de CV retadas contra los sueros de pacientes 
asintomàticos. f significa quo presentò inmunoreacción). 
Las clonas en negrtllas correa ponderi a las que fueron soleccionadas corno anligenoa 
•specifico*. puesto qu« p m t n U r o n reacclon solo con los suoros da pacientes con 
absceso y no con los aalntomatlcos ni personas sanas. 
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Tabla 10. Clonas de CV retadas cont ra los sueros de personas sanas. 
(* signif ica que presentô inmunoreacciôn). 
Las clonas en negrtilas correspondon a las que fueron seleccionadas como anilgonos 
especificos, puesto que prosenlaron reacciôn solo con los sueros de pacèentes con 
absceso y no con los asintomàtico« ni personas sanas. 
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Tabla 11. Clona» de CNV retadas contra los sueros de pacientes con 
absceso hepático amlbiano. (• significa quo presentó inmunoreacción). 
Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron seleccionadas corno antlgenos 
específicos, puesto quo presentaron reacción solo con loe sueros de pacientes 
«sintomáticos y no con los pacientes con absceso ni personas sanas 
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T a b l a 12. C l o n a s d e C N V ro tadas c o n t r a l o s s u e r o s de p e r s o n a s 
s a n a s . (" s ign i f i ca quo p r o s o n t ó i n m u n o r e a c c i ó n ) . 
Las clonas en negrillas corresponden a las que fueron seleccionadas como antigenos 
específicos, puesto que presentaron reacción solo con los sueros de pacientes 
¿sintomáticos y no con los pacientes con absceso ni personas sanas. 
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CAPÍTULO IV 
DISCUSIÓN 
Patogenicidad y virulencia son dos términos frecuentemente usados de manera 
indiscriminada como sinónimos (Edman U. etal , 1987, Matlem CFT. et al, 197B; 
Garfinkel ü et al, 1969; Tannich E. e l al, 1989 & Tannich E. e l al, 1991). Sin 
embargo* una definición mas precisa para ambos seria la siguiente. Un 
patógeno es un organismo capaz de causar enfermedad, mientras que 
virulencia es la capacidad relativa de i n patógeno para causar enfermedad. De 
tal manera que en principio, patogenicidad es un termino dual, (esta presente o 
ausente) mientras que la virulencia puede exhibir rangos dependiendo de la 
severidad de la enfermedad resultante (GaMsIone GR. et al, 1970). 
Está claramente definido que Entamoeba histolytica es un patógeno, pero la 
proporción o grado de virulencia de los diversos aislados varia de manera 
notona. determinándose originalmente mediante el establecimiento fenotlpico 
del parásito. 
La observación de parámetros fénotípicos en cultivos, está bien documentada y 
es una metodología que permite definir de manera contundente le expresión de 
proteínas asociadas a la virulencia en los organismos. Es sabido que los 
organismos eucariótfeos sufren constantes procesos de diferenciación que se 
reflejan en un aspecto morfológico, metabólico o molecular distinto al original no 
solamente como parte Ge su d d o vital, sino también cuando las condiciones 
desarrolladas en su medio ambiente san alteradas de su status normal. 
Este fenómeno no esta ausente en Enfamoeóa Arsfo/yf/ca, y de hecho, es la 
evidencia clásica que ha permitido a través de las décadas de estudio de la 
amibiasis, aftos antes de la revolución de la Ingenierle Genética, establecer la 
dualidad mortal de este parásito. 
Con los hallazgos de Martínez-Palomo en la década de los 70% sobre la 
variable aglutinación de los ortivos amibianos con Concanavaliria A de acuerdo 
a la virulencia y patogemodad de los mismos, (Martínez«Palomo A.. 19B2) 
arrancó el desarrollo de estos estudios fenotípcos que iban desde la 
observación de patrones electroforéticos de proteínas diferenciales en una 
misma especie, tal y como fue el caso del reporte de Sargeaurl con la 
clasificaáón de mas de 6000 muestras de distintas parles del mundo, 
(Sargeaunt P „ 1988) hasta los sofisticados métodos de purificación de 
proteinas crtotóxicas, otopáticas y/o citoliticas, que permitieron establecer tos 
principios de la elucidación de los mecanismos patogénicos del parásito 
(Gonz9tes-RuizA.etal, 1992; Mirelman D et al. 1992 & Lotter H.eta i , 1992) 
En nuestro estudio, elegimos tres de tales parámetros para establecer la 
expresión diferencial de proteinas asociadas a la virulencia en nuestros cultivos 
CV y CNV La eritrofagodtosis, la actividad hemolltica y la citotoxicidad sobra 
monocapas celulares 
El primero de ellos es indispensable para determinar la vrulencia del parásito, 
ya gue además de la citólisis por contacto, la fagocitDBiB es la segunda arma 
mas poderosa con que las amibas atacan. De tal manera que conocer la tasa 
de fagocitosis, en este caso eritrocito ria, nos permitid determinar un parámetro 
fenotipíoo de vrulentia contundente. La Fagocitosis como parámetro de 
virulencia ha sido reportado anteriormente, y siempre ha sido definido como 
fagocitosis entrocitana o de fragmentos de células Usadas (Marti rtex-Palomo A. 
et al, 1985). Es interesente observar, que aún en las amibas de CNVfue posible 
detectar también una tasa basal de fagocitosis, lo cual habla de su potente 
agresividad natural como patógeno definido. 
La actividad hemolitica nos permitió determinar el otro mecanismo patogénico 
de las amibas: la citólisis. La determinación está basada en la medición 
espectrofotométríca en la región visible de la liberación oe hemoglobina lo cual 
expone indirectamente la actividad citolitiCA sobre eritrocitos del parásito 
Nuevamente el CNV presentó una hemolisis basal. mientras que el CV expuso 
la actividad hemolitica de las amibas en su máxima expresión. 
El último parámetro medido es muy parecido al anterior con la diferencia de 
usar monocapas de lineas celulares en lugar de glóbulos rojos. La única 
diferencia entre unos y otros es la ausencia de núcleo en estos últimos, por lo 
cual decidimos utilizar también células MDCK para medir la citólisis. Marlinez 
Palomo y cois, han empleado monocapas de células MDCK con el objeto de 
determinar los eventos citoliticos mediante microc'nematografía. Las 
monocapas de células MDCK constituyen un modelo adecuado para nuestros 
estudios ya que consisten de una sola capa de células adherentes que forman 
una bañera continua semejando la barrera epitelial ¡n wvo. En los reportes del 
Dr Martínez Palomo, después de 1 hora de incubación sa dio el máximo nivel 
de destrucción, por to que nosotros utilizamos este mismo tiempo de incubación 
(Martínez-Palomo A. et al, 1965). 
|.a medición de estos parámetros en nuestros cultivos permiten confirmar que 
E. tvstotytioa se transforma en un ente biológico mas pekgioso cuando 
encuentra las condiciones propicias para ello. Condiciones que. en nuestro 
caso, se traducen en lo que seria el tejido hepático del hámster. El hígado es un 
órgano multrfunáonal y muHiestructural molecutormente hablando. Es posible 
que tales propiedades que pudieran mmetizar un medio sumamente 
enriquecido para el parásito, le faciliten la sobreexpresión de las ciloiieinas y las 
proteínas y macromoléculas asociadas a la fagocitosis y degradación 
intraceluiar. Por otro lado, el proceso de exenización envuelva una intensa y 
prolongada presión de selección (Diamond LS.. 1963), lo cuel de acuerdo a 
estudios realizados por Acfcers, Sargeaunt y Bhattacharya, afecta los niveles de 
proteinasas, la expresión de epitopes y la vrulencia m vrfro (Spice WM. et al, 
1992; Prasad R et al. 1992&Blakely P. etal . 1990). 
Fue entonces indispensable para nuestro trabajo establecer dichas condiciones 
fenolipicas alteradas para continuar buscando a un nivel mas fino: El genoma 
del parásito. 
La determinación de polimorfismos genómicos en las eapedes euca "óticas ha 
sido de mucha utilidad en los estudios de identificación. De hecho, forman parle 
de la nueva metodología en la investigación forense, permitiendo la exitosa 
identificación a nivel molecular de individuos. Este aprovechamiento fue 
también explotado en nuestro estudio, permitiéndonos definir la marcena 
plasticidad Qenómica de E. Mstotyticü. 
Consideramos de relevancia medir el polimorfismo genético amiblano pues 
antenormente se ha reportado por la Dra. Orozco, que el parésto presenta 
cieñas secuencias de DMA llamadas regiones variables las cualee exhiben 
cambios en su secuencia nudeotídica aún en cultivos clónales, (De Menezea 
FL et al. 1997) y se ha propuesto que uno de los eventos moleculares que 
producen dicha variabilidad pudiera ser la recombinación no específica (Orozco 
E. et al, 1893). Tales aportaciones, nos dieren la pauta pare ejecutar nuestro 
experimento. El bandeo obtenido, nos permite observar la contundente 
presencia de bandas especificas que pudieran servir como marcadores 
genéticos de caracterisación de poblaciones amibianas. Una alternativa para 
ello sería probar la misma metodología en cultivos con gradual aumento de la 
virulencia y poder definir las bandas presentes o ausentes de manera 
diferencial, que funcionarían como marcadores genéticos En nuestro caso, nos 
permitió concluir que a nivel genómicc efectivamente £ ñtáfdyffca exhibe 
variaciones provocadas por un cambio en au hábitat Se ha reportado en un par 
de trabajos el i s o de polimorfismos genómicos en F. histolylica, uno de b s 
cuales propone la diferenciación y estudios de divergencia y evolución de la 
especie mediante esta técnica y el otro enfocado a definir los orígenes de 
infecciones (De MenezesFL et al. 1997 & Gomes MA. etal. 2000). 
Une ves que se encuentra, identifica y dona un gen encendido er una especie 
patogénicamente activada, y apagado en su estado no virulento, se vuelve uri 
promisorio candidato para ai b loqueo de la fundón biológica, en este caso la 
virulencia. Ya sea por recombinación homólogo, sondas antiaentido o 
sobreexpresión autotóxica, el objetivo al final será desarmar al contrario. 
Para llegar a tal meta, encontrar e identificar tales gones, efe anteriormente 
muy complicado. Sin embargo, con la metodología del despliegue diferencial de 
mRNA esta dificultad ha sido resuelta. La técnica se basa en una simple RT* 
PCR seguida por una electroforesis en gei de poliacrilamida de alta resolución. 
La novedad del procese radica en los iniciadoras utilizados para amplificar tas 
mRNA Las secuencias de los iniciadores de retrotianscripción son 
oligonucleótidos d(T) con diversas combinaciones de terminaciones en adenina, 
guanina, ümidina y citosma que aseguran estadísticamente iunto con los 
hexámeros para Is amplificación, la producción de cDNA de prácticamente 
todos los mRNA de une especie Si aunado a ello, la especie a probar ha sido 
sometida a dos condiciones ambientales distintas, una de las cuales, favorece 
ka activación de la virulenda d e tal especie, forman los ingredientes óptimos 
para encontrar esos genes tan apreciados b s ganes de la virulencia. 
La Dra. Lourdes Muhoz ha reportado el uso de esta herramienta en la búsqueda 
de cepas ami lanas productoras de granulos electrodensos activados por la 
presencia de calcio en los cultivos (Salazar l. et al, 1997). En nuestro caso, 
aprovechamos tal tecnología para confirmar, que existía en E. histclyüca un 
despliegue diferencial de m R N A en condiciones asociadas a su virulencia 
comparado con el cultivo m vHro normal Lo que pudimos observar mas que la 
presencia o ausencia do genos fue la sobroavpresion de ellns, pues se 
incrementó la intensidad de algunas de las bandas, lo cual se traduce en la 
so 
promoción transcnpaonal selectiva. Es posible en este caso descantar falsos 
positivos o el efecto contaminante de las cantidades y concentraciones al 
observar la similitud en el resto de las bandas y ejecutar el protocolo con 
concentraciones iniciales similares para ambos cultivos 
Una vez confirmada la variabilidad intraespe&e de £. tosto/yfica con parámetros 
fenotipicos, genéticos y moleculares, procedimos a ejecutar la segunda parte 
del trabajo, que fue construir bfcllotecas de cDNA con mRNA expresados 
exclusivamente en CV y CNV, lo que se conoce como bibliotecas susvactivas. 
A partir de las cuales se realizaron tamizajas con mezclas de sueros de 
pacientes con absceso y asintométicos para aislar artíganos expresados 
exclusivamente en CV y CNV. 
La parte crucial de esta metodología fue el diseño de la estrategia de selección 
de los mRNA diferenciales, la cual se basó en hibridación y sustracción por 
afinidad con columna oligodfD Teóricamente aislamos aquellos mRNA que se 
encienoen exclusivamente cuando el patrón virulento de la especie se 
encuentra en funciones 
Con aproximadamente 36,¿00 genes transcripcionalrrenle activos, las 
bibiiotrecas de Entamoebñ hisíoíylica requerían ser tamizadas con una cantidad 
de UFP de por lo menos 3 veces mas que esa cantidad para asegurar la 
presencfi de todos los genes en el (amizaje. Nosotros tamizamos 30 cajas por 
duplicado con 500C UFP cada una, lo cual arroja un letal de 300.000 posibles 
genes analizados, cubriendo sobradamente la cantidad de genes a estudiar. 
Muchos grupos de investigación sobre amibissis han buscado durante altee la 
molécula ideal en la elucidación de l o s mecanismos de virulencia de este 
parásito, o bien, moléculas idóneas p a n aplicaciones terapéuticas, diagnósticas 
o inmunoprofiláctcas. Dentro de todos elkos, destacan los esfuerzos de los 
doctores Tännich y Mlrelman quienes recientemente han Intensificado sus 
reportes en los cuales sugieren diversas moléculas como candidatos ideales 
para los propósitos mencionados antas (Tannich E, et al. Tannich E., 
1990. Tannich E. et al, 1991; Mirelman O. et al, 1992; Lotter H et al, 1992; 
Bracha R. et al, 1995, Tannich E., 1992; Hamann L et al, 1997; Moshitch MS. et 
al. 1997 & Alón RN et al, 1997) No obstante, la mayoría de ellos, terminan 
discutidos por un segundo reporte en e l cual la misma molécula o alguna 
parecida es encontrada en cultivos no virulentos de E. histolytica e incluso en la 
misma E. dispar 
Tal vez el principal obstáculo a vencer era encontrar la manera de seleccionar 
molecularmente solo los mensajeros q u e se expresaran diferenciaknente en 
uno de los dos estados, en la especie E. histolytica. Obstáculo Que de acuerdo 
a nuestros resultados, ha sido suporaúo con la estrategia que hemos propuesto. 
Con esta metodología, será posible aislar cada unos de los genes asociados a 
ka viiulencia del parásito 
Consideramos esta estrategia de mucha utilidad porque cada uno de los mRNA 
que forman parte de estas bibliotecas guardan derárodesi, la futura elucidación 
del mecanismo patogénico multifactorial amibianc. 
Por lo pronto, iniciamos separando d e el los los que despiertan una respuesta 
inmunoiógica en el paciente al tamizar tas bibliotecas con las mezclas de sueros 
de pacientes en ambos estados. Al ejecutar este protocolo, pudimos encontrar 
no sólo mRNA específicos de los estados virulento o no virulento, sino edemás 
logramos subseleccioner de ahí a los que poseer propiedades antigénicas para 
el humano 
Mucho 99 ha sugerido 9 investigado acerca de la existencia de BnfamoeOe 
dispar Las evidencias aportadas hasta el momento, soto nos permiten conclur 
que la última palabra acerca de este tema no ha sido dkfca. 
Ademas del estudio molecular y los aprovechamientos blotecnológicos que el 
presente trabajo están aporrando, pretendemos también poner un pilar mas en 
la edificación de evidencias sobre dicho debate; Pues aunque no hemos 
trabajado con tal especie nuestros resultados peimiten sugerir que £ . 
tvstotylica pudiera ser la única especie existente, o al menos que esta especie 
per se puede infectar como comensal o en forma invasiva. 
ss 
CAPÍTULO V 
CONCLUSIONES 
1.- ñntamoebs tuatotylica presenta un aumento en la expresión Genotipica de su 
virulencia al inducir los cultivos dónales mediante inoculación experimental en 
hígado de Hámster? 
2 - El aumento en ia expresión fenotipioa de la virulencia de E htffojytfca se 
observó al incrementarse la tasa de eritrofagocftosls, la actividad hemoiitica y la 
cHotoxicidad sobre cultivos de monocapias de células MDCK. 
3 • Este parásito también muestra g r a n cantidad de polimorfismos en su 
genoma al inducir el estado virulento 
4.- Entamoebe histofyüca exprese potenciadaroente algunos transcritos en su 
estado virulento, en comparación con s u estado rto virulento 
5.- Diseñamos una estrategia de selección de mRNA expresados 
diferenciaimente en estados virulento y no virulento por E. fisioíyiica. 
3.- A partii de una biblioteca su atractiva de cultive»« virulentos de E histofyOca 
tamizada con sueros de pacientes can absceso hepático ambiano, aislamos 17 
Clonas que codifican antígenos específicos. 
7.. A partir de una biblioteca sustractrva de cultrvos no wulentos de £. 
rusioiybva tamizada ccn sueros de pacientes con «nlbiasis asintomática, 
aislamos S donas que codifican antigenos específicos. 
ts 
CAPÍTULO VI 
PERSPECTIVAS 
El presente trabaje posee una alta probabilidad de ser explotado no sOlo desde 
el punto de vista biotecnoiógicc, sino que además se pueden aprovechar los 
conocimientos generados de el, en el área de la investigación básica tratando 
de establecer o sugerir los mecanismosdepatogeniodaddeE. tetctytca 
El siguiente paso inmediato será secuenciar las clonas de sendas bibliotecas, 
para determinar la naturaleza proteica de ellas y poder discutir mas a 
profundidad sobre su función biológica y las implicaciones de la misma en la 
virulencia del parásito. 
Además, es necesario probar métodos rápidos de purificación de las proteínas 
recombinantes a partir de los cukrvos bacterianos de las clonas aisladas para 
probar específicamente las proteínas expresadas sobre su utilidad diagnóstica; 
Desarrollando metodologías adecuadas para la correcta instauración de eu 
sensibilidad y especificidad y al posible desarrollo de un estuche comercial que 
se adapte a las condiciones expuestas por la OMS. 
Finalmente, buscar entre todos bs antigenos al candidato o candidatos idóneos 
para empezar a probar su antigenicidad con miras al desarrollo de una vacuna 
efectiva contra la amibiasia. 
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APÉNDICE 1 
ORIGEN DE LOS REACTIVOS 
Los reactivos utilizados se adquirieron a las siguientes compañías: 
De Slgma Chemical Co. <le S t Louis, Missouri, USA: 
$DS, glucosa, se roa txí mina bovina, trama bese, ácido bórico, extracto de 
levadura, tritón X-100, EDTA, fenol, IPTG, ampicilina, tetmodina, 
estreptomicina, azul de bromofenoi, xilencíanol. 
De Merck de México: 
NaCI, M9SO4, DTT, Triplona. MgCl2. MTT y PMS. 
De Reactivoe Monterrey: 
NaOH, HCI, CaCb, K2HPO4, KH2PO4, glucógeno y maltosa. 
De Técnica Ouimica de México: 
KCI 
De J. T. Baker de México: 
Alcohol etílico absoluto, alcohol isoamilico. hidrocloruro de osteina, éodo 
ascórbicc y crtrato de amonio férrico. 
De Control Técnico y Representaciones de México: 
Cloroformos Isopropanol. 
De Befteada Research Laboratories Inc. (Galthereburg, WD, USA) 
Endonucleasa de restricción Spel, Taq PNA polimerasa, Transenptasa reversa 
flNTP, iniciadores, T4 DMA ligas-a, columnas OligodfO, DEPC, Irfiibidor de 
nbcnucleasa, hexámeros al azar, TR120L, avia 1 na y HRP. 
APÉNDICE 2 
EQUIPO 
El equipo utilizado en le fase experimental comprende un termociclador 
MirtCycler ,y de MJ Research, USA. una hcubadora GCA/Preosion Sdentific de 
THELCO, una centrifuga de marca Eppertdorf (Hamburg Germany) modelo 
5402, asi como marca Sorvall Instruments, modelo RC-3B y marca DAMON1EC 
modelo IEC B-20A; un horno de mícroondas marca Goldstar Co. Lid. (Seúl, 
Corea) modelo MA-857M, un lector de micrcp lacas (EIA mufowell reader, Sigma 
Diagnostica), una cámara de electrcforesfe y fuente de poder BioRad 
(Richmorid, CA. USA) modelo 200/2 0, un agitador de tubos Maxi-Mix marca 
Temiolyne (Bubugue. 10 , USA), una placa agitadora con control de 
temperatura marea Corning (N.Y USA) modelo PC320, un ultracongelador 
marca So-Low (Cincinnati, OH. USA), une campana de flu)o laminar marca 
Labconco (Kansas Cily, MI» USA). También se uti iz6 una báscula digital marca 
Sartorius (GOtti rigen. Germany) modelo 1206MP. un transiluminador de luz UV 
marca Fotodyne (New Belfn, W1, USA) modelo PhotoZ/Phoress« I. un 
espectro fotómetro de luz UV marca Zei&s (Zei&s, West Germany) modelo PMQ 
3, una incubadora con agitación marca New Brunswich Schientifico (New 
Erunswicfc, N J USA) modelo G-25 y una cámara de electroforesis vertical, 
fuente de poder BioRad (Richmond, CA. USA) modelo 4000/2.0. aparato para 
hibridación marca GibCO BRL (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, U S A ). una 
cámara de electroforesis vertical y un secador de getes 6IO-RAD Dual 
temperature slab geidryer, modelo H25B. 
Fl análisis computacional se realizó en vanos microcomputadoree, incluyendo 
de Apple Computer, Jnc (Cupertlno, CA USA) una Macintosh Classic II, y PC 
de ACER modelo AcerView 34e con procesador Pentium a 3QO MHz. Las 
aplicaciones utilizadas como ayuda para la elaboración de este trábate fueron 
las siguientes: MkxosoftWort versión 97 {© 1683-1997 Microsoft Corporation). 
Microsoft PowerPoint versión 97 {<& 1937-1997 Microsoft Corporation), Adobe 
Photodeluxe versión 1.0 Limited Edition 2.5 1 (C 1995-1993 Adobe Systems 
Incorpcrated) y ViewStation AS3e Sean (O 1990-1991 UMAX Scanner Driver. 
Impact Research Inc.), Los programas tanto locales corno utilizados via 
INTERNET en un servidor remoto pera analizar secuencias de DNA de los 
insertos y los oligonucleótidos, fueron Oligo, DNA Strider™ 1.1 (O Ch. Marek 
and C E A. 1989 Service de Biochimie-Département de Biologie-Institut de 
Recherche Fondamentale-CEA-FRANCE), Findseq (Tnteligenetics, Trieste, I t ) , 
Gene Akgn (Inteligenetics, Tneste, It), Clustal W (Thompson, J.D.; Higgins, 
D.G 1994), Blast y Retneve (National Center for Biotechnology Information). 
APÉNDICE 3 
PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS OE CULTIVO 
Amortiguador PBS-A 
Se preparó con 4.5 mM Na2HPO* 1.5 mM KH-PQ,. 147 rnM Naü , 2 5 mM KCI, 
pH 7.4, 320 mosmolfcg. 
Amortiguador TBE 5X 
Se disolvieron 54 g de trízma base y 37 mg de EDTA en 1 I de agua, se ajustó 
¿I pH a 8.3 con HCI1N. 
Amortiguador SSB 
Se aforaron a 11 de agua, 0 07 g de CaCfe, 1 g de glucosa. 7.2 g de NaCI, 0.4 g 
de KCI, 0.2 g de MgSO< y O 12 g de Trizma base; Se ajustó el pH a 8.0 con HCI 
1N y su osmolarídad a 300 mosm/kg con NaCI Se esterilizó por filtración 
Amortiguador PBS 
Se disolvieron 8.5 Q de NaCI, 2.8 g de K2HP04 , y 0 4 g de KH-PO. en 1 I de 
agua y se ajustó el pH a 7.5 con NaOH 10N. se estariízd en autoclave a 121*C 
durante 15 min. 
IOS 
Amortiguador SM 
Se p r e p r t disolviendo 5.6 g de NaCI. 2 g d a M g S O ^ H j O y 60 mi de Tris-HCl 
(pH 7.5) en 11 de agua y se esterilizó en autoclave. 
Amortiguador TBST 
Se preparó con Tns-HCI 20 mM pH 7.S y NaC1150 mM. 
Amortiguador L10X 
Se preparó disolviendo los siguientes reactivos en agua quedando en las 
concentraciones especificadas 100 m M Tris-HCl p>H 7 5. 100 mM MgCb y 10 
mM DTT. 
Medio de Cultivo LB 
Se atoraron a 1 i con agua 10 g de bactotríptone. 5 g de extracto de levadura i 
I C g d e N a C i Se ester i l ló por autoclave. 
Medio de Cultivo TYI-S33 
Se disolvieron en 600 mi de agua desti lada en este orden 1 g de fosfato 
dibàsico de potasio, 0 6 g de fosfato monobásico de potasio, 2 g de NaCI, 20 g 
de peptona de caseina, 10 g de extracto da levadura, 10 g de glucosa, 1 g da 
hidrooloruro de L-cisteina. 0.2 g de ácido ascòrbico y 1 mi de citrato de amonio 
fénico (22.8 mg/ml). Se aforó a un volumen final de 880 mi y se ajustó el pH a 
6.8 usando NaOH 1N. Se esterilizó por autoclave por 15 minutos a 121°C. 
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